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Uber die Anwesenheit des Methylglyoxals im Harn. 
Von 
A. Pi-Suner und M. Farran. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Barcelona.) 






Eingegangen am 31, Oktober 1932. 
gegam 


Seit Neuberg (1) und Dakin und Dudley (2) unabhangig voneinander 
in verschiedenen tierischen Geweben die Existenz eines Ferments 
nachgewiesen haben, das Methylglyoxal in Milchsiure dismutiert, und 
seitdem festgestellt wurde, daB diese Fermentwirkung ein wichtiges 
Element des Stoffwechsels bildet, hat man zahlreiche Untersuchungen 
angestellt, um die physiologische Bedeutung des Methylglyoxals und 
seine Umwandlungen zu erforschen. Neuberg und Gorr (3) sowie Neuberg 
und Kobel (5) kommen zu dem SchluB, da8 Methylglyoxal sowohl im 
Tier- als auch im Pflanzenleben ein Normalprodukt beim Abbau der 
Kohlenhydrate ist. 

Einerseits kénnen viele tierische Zellen verschiedener Art (Muskel, 
Leber) sowie Pflanzenzellen (Hefe, Milchsiure liefernde Bakterien) 
Milchsiure aus Methylglyoxal (4) bilden, andererseits kann man diese 
Substanzen bei der Zerlegung der Glucose durch Hefe und Milchsaure- 
bakterien (6) (7), durch Pflanzenorgane (8) sowie durch tierische 
Zellen (9) erhalten; Case und Percival-Cook (11) haben neuerdings die 
Bildung des Methylglyoxals und der Brenztraubensaiure bei Muskel- 
arbeit festgestellt. All das fiihrt zu der UCberzeugung, daB das Methyl- 
glyoxal ein zwangslaiufiges Glied der Desmolyse der Kohlenhydrate 
ist (12). 

Wenn man nun die komplexe Zusammensetzung des Harns, die 
groBe Zahl und Verschiedenheit der Harnkomponenten in Betracht 
zieht, mu8 man vermuten, daB das Methylglyoxal sich unter diesen 
Substanzen befindet. Obwohl nach M. Vogt (13) das Vorhandensein 
der Dismutase die normale Anhaufung des Methylglyoxals in tierischen 
Geweben verhindert, bestand immerhin die Méglichkeit, daB haupt- 
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sichlich unter pathologischen Zustanden ein Teil dieses Methylglyoxa! 
der Dismutation entginge und im Harn ausgeschieden wiirde. 


Erinnern wir uns z. B., daB im Normalharn kleine Mengen von vi 
schiedenen Kohlenhydraten (Polysacchariden, einfacheren Zuckern 


Glucuronsaure und Zuckerséure vorkommen, daB in ihm regelmaBig Milch- 


sdiure gefunden wird; denken wir an die verschiedenen Fettséuren, a: 
Oxalsiure und Oxalurséure; erinnern wir uns, da in dem Harn einigs 
Diabetiker, auBer Traubenzucker, verschiedene andere Zucker vorkomme) 
konnen, des weiteren Ketonkérper und Acetaldehyd [Stepp und Feulgen (14) 
ein Gemisch von Drei-Kohlenstoffsubstanzen, deren Menge zwischen 1 und 
5g in 24 Stunden schwankt. 

SchlieBlich miissen wir darauf hinweisen, da mit dem Harn nicht 
die Produkte eines vollkommenen Stoffwechsels abgesondert werden 
Nur der Harnstoff stellt ein total oxydiertes Residualprodukt dar. C und H 
im vollkkommenen Stoffwechsel bilden CO, und H,0, fiir deren Absonderung 
der Harn nicht das natiirliche Mittel ist. Fast die Gesamtheit der Harn 
bestandteile wird von Etappen eines unvollkommenen Stoffwechsels gi 
liefert, wie dies von Voit und Bouchard hervorgehoben wurde. Es folgt 
dies aus verschiedenen iibereinstimmenden Tatsachen: die Schwankungen 
der Menge des Harnkohlenstoffs und des Quotienten C/N, welche unte1 
Umstanden das Normale weit iibertreffen kénnen [dysoxydative Carbonurie, 
Bickel und Kauffmann-Cosla (15)], die Menge der organischen Saure im 
Harn, die vom normalen Wert von 20 bis 50 Milliaéquivalente bis 100 und 
sogar bis 200 steigen kann [Widmark (16)], das Verhalten des Vakatsauer 
stoffs des Harns nach Miiller (17) und des Quotienten VS/N, dessen Wert« 
sich praktisch mit denen des kalorischen Quotienten Cal/N, nach Rubner, 
decken. Man weib, da der Wert dieses Quotienten normalerweise 6,5 
bis 9 ist, d. h. héher ist als die theoretische Warme: 5,4. Dieser Umstand 
ist der Anwesenheit verschiedener, nicht genau zu berechnender, organische! 
Substanzen im Harn zuzuschreiben, wodurch der Quotient bei der Dys 
oxydation der Kohlenhydrate nach Tangl (18) bis 11,9 steigen kann. 

Zu den durch Hypercarbonurie ausgezeichneten Stoffwechselst6rungen 
muB man die Zuckerkrankheit [von dem C-Gehalt des Zuckers wird dabei 
abgesehen, Bickel (19)] und die Avitaminose B rechnen [Collazo und Pi 
Syuner Bayo (20)]. Das sind nicht die einzigen St6rungen des Kohlenhydrat 
sowie Fett- und Proteinstoffwechsels, die mit einer Vermehrung der im 
Harn auftretenden Produkte des intermedidren Stoffwechsels einhergehen. 

Es schien uns von groBem Interesse, zu untersuchen, ob wir unte: 
den genannten Harnsubstanzen Methylglyoxal entdecken kénnten 
Es war unser erster Gedanke, daB diese Substanz -— wenn sie iiberhaupt 
im Harn vorkommen sollte ohne Zweifel haufiger und in gréBerer 
Menge im Harn von Diabetikern zu finden sein wiirde. 


Versuche. 


Zur Orientierung benutzten wir eine einfache und leicht ausfiihrbar: 
Reaktion, die uns die Ausfiihrung einer groben Zahl von Analysen 
erméglichen sollte. Es ist bekannt, daB man seit Newberg (21) zum 
Nachweis von Methylglyoxal verschiedene Farbreaktionen benutzt hat 
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Wir wenden die Technik von Barrenscheen und Braun an (22). Wenn 
man zu einer Methylglyoxallésung eine kleine Menge Pyrrol hinzufiigt 
und die Lésung mit Salzsiure ansaduert, erhalt man noch bei einer 
Verdiinnung des Methylglyoxals bis 1: 250000 charakteristische Ver- 
farbungen. Wir nehmen 1 ccm Harn, zu dem wir in einem Reagenzglas 
2 Tropfen reines, frisch destilliertes und vollkommen farbloses Pyrrol 
und sofort darauf 2 Tropfen reine, konzentrierte Salzséure hinzufiigen 
Den positiven Ausfall der Reaktion erkennt man an der gelben oder 
orangeroten bis braunroten Farbe, deren Variationen von der Kon- 
zentration des Methylglyoxals abhingen. Es erfolgt keine Fillung, 
die Flissigkeit bleibt durchsichtig, erst nach einigen Stunden triibt sie 
sich infolge der Bildung von dunkelbraunen, dicken Kliimpchen, die 
sich fest an den Wanden des Réhrchens absetzen, das sich dann schwer 
reinigen laBt. Die rote Farbung wird im Anfang, solange die Lésung 
noch klar ist, allmihlich intensiver; sie ist proportional der Konzentra- 
tion des Methylglyoxals bis zu der Verdiinnung von 1: 32000. Die 
Autoren behaupten, daB die Orangefarbe bei mittlerer Konzentration 
in Rot ibergeht, wenn man die Fliissigkeit mit Natronlauge alkalisiert, 
und daB bei weiterer Verdiinnung bis 1 : 16000 eine schéne griine Fluo 
reszenz beobachtet wird. Es ist uns nicht gelungen, diesen Farbwechsel 
im Harn festzustellen, wohl aber in reinen Methylglyoxallésungen. Die 
Reaktion ist spezifisch ; weder Zucker, noch Triosen, noch Brenztrauben- 
siure oder Acetaldehyd geben sie. 

Bei der Untersuchung von Harnen haben wir in einigen Fallen 
bei Diabetikern positive Resultate erzielt, unabhingig davon, ob sie 
glucosurisch oder kompensiert waren, und ohne Beziehung zu dem 
Glykosegehalt des Harns. Einzelne Harne mit viel Glucose  gaben 
negative Reaktionen, bei anderen fanden wir das umgekehrte Ver- 
halten. 

Um festzustellen, ob die bei der Untersuchung der Harne auf- 
tretenden Verfirbungen den bei Verwendung reiner Methylglvoxal.- 
lésungen auftretenden Farben entsprechen, stellten wir eine solche 
Vergleichslésung nach der Methodik von Neuberg und Hofmann (24) 
durch Oxydation des Glycerins mittels H,O, in Gegenwart von Eisen- 
sulfat und Dehydration der entstandenen Produkte (Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton) durch Destillation mit starker Schwefelsiure het 
Diese Lésungen bleiben bestandig, wenn man _ Trichloressigsiiure 
bis 8°, hinzufiigt, aber auch im allgemeinen in Saurelésungen. Da 
gegen verschwindet das Methylglyoxal in einer bis 100° erwarmten 
wasserigen Lésung, oder auch in der Kalte, wenn die Lésung alkalisch 
ist, wobei es sich in Milchséiure (Denis) und andere Substanzen um- 
wandelt. Diese Methylglyoxalvergleichslésungen gaben mit Pyrrol 
und Salzsiure genau dieselbe Reaktion wie positive Harne, eine Beob- 
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achtung, die uns annehmen lieB, daB in solchen Harnen tatsachlic! 
Methylglyoxal enthalten ist. 

Wir versuchten diese Feststellung auch durch andere qualitativ: 
Methoden zu erharten, doch erhielten wir dabei ziemlich unbefriedigend 
Resultate, und zwar aus verschiedenen Griinden. 


Einige Methoden sind fiir unsere Fragestellung nicht anwendbar, wei! 
sie auch mit anderen Harnsubstanzen positive Resultate geben. Dazu 
gehért die von Denigés (25) zuerst fiir den Alkaloidnachweis vorgeschlagene 
und spater fiir den Nachweis von Methylglyoxal (26) angewandte Reaktion 
Ebenso ist die von Ariyama (27) vorgeschlagene Methode fiir den Harn 
nicht anwendbar. Durch Hinzufiigen von Natrium- oder Kalicyanid zu 
einer alkalischen Glyoxal- oder Methylglyoxallésung bewirkt man ein 
starke Steigerung der Reduktionsfaihigkeit derselben; nach Versuchen 
mit verschiedenen Reagenzien erschien dem Autor die Anwendung der 
Arsen-Phosphor-Wolframreaktion von Benedict am zweckmabBigsten (es ist 
dieselbe Reaktion, die bei der Bestimmung von Harnsaéure angewandt wird), 
da diese die Vorziige intensiver Farbung, der Bestandigkeit und gute 
Proportionalitat bietet. 

Diese Methode ist fiir die Untersuchung des Harns ebenfalls nicht 
brauchbar, einerseits weil die Harnsdéure eine positive Reaktion gibt wie 
auch andere Komponenten des Harns Acetaldehyd, Glucose —, wenn 


sie vorhanden sind, andererseits, weil wie wir gesehen haben NH, 


die Erscheinung der charakteristischen Farbung stért und die Bildung 
von Niederschligen und Kliimpchen verursacht. Weder auf dem Wege 
der von uns unter Anwendung von Zinkacetat versuchten Entfernung de 
Harnséure noch mittels der mit vielen Nachteilen fiir die Untersuchung 
von Methylglyoxallésungen verbundenen und jede quantitative Bestimmung 
ausschlieBenden Destillation haben wir mit der Methode Ariyama irgend 
etwas erreichen kénnen. Man bemerkt haufig auch in Anwesenheit von 
Harnsaure Triibungen und Niederschlage, hauptsaéchlich dann, wenn sich 
in den Lésungen Phosphate oder andere Substanzen finden, die bestandig 
oder zufallig im Harn vorhanden sind (Glucose, Fructose, Acetaldehyd), 
und die auBerdem den vom Methylglyoxal herriihrenden Farbungen ahnliche 
Farbreaktionen verursachen kénnen. Wir haben die Methode von Ariyama 
unter verschiedenen Bedingungen sorgfaltig ausprobiert und versucht, 
die Ursachen der Fehlschlage zu ‘erkennen, haben aber keine zufrieden 
stellenden Resultate erreicht. Fiir unsere Aufgabe, d.h. mit Harn, ist auch 
die bei Mikrobengérungen bewahrte Reaktion von Neuberg nicht verwend 
bar. Wir folgten der von Tschugajeff und Tischtschenko (28) angegebenen 
Technik. Die auf der Bildung von Nickelmethylglyoxim fuBende Reaktion 
wird folgendermaBen ausgefiihrt. Zu 1 cem der zu untersuchenden Lésung 
(Harn) und 0,2 cem 20°,iger Hydroxylamin-chlorhydrat-lésung fiigt man 
0,lcem 1,25 ° ige Nickelsulfatlésung hinzu, eine Lésung, die man durch Hin 
zufiigen einiger Tropfen konz. NH, schwach alkalisch gemacht hat. Bei der 
Temperatur des Laboratoriums erscheint sofort eine dem Orange nahe 
Farbung, welche bei Erwarmung intensiver wird und in Rot iibergeht. New 
berg und Scheuer (29), die Lésungen von geniigender Konzentration vor sich 
hatten, entziehen der Lésung das Methylglyoxim, indem sie es in Ather lésen. 
diesen verdampfen lassen und das Gewicht des Riickstandes bestimmen 
DaB auch die Nickel-methode mit Urin keine Resultate gab, lag ab 
gesehen von der komplexen Zusammensetzung des Harns an thre 
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geringen Empfindlichkeit. AuBerdem JaBt sich das Methylglyoxal durch 
die Farbe der Nickel-Oximverbindung wegen der Eigenfarbe des Harns 
bei starkerer Verdiinnung als 1: 1000 nicht nachweisen; diese Substanz 
ist aber im Harn immer in geringeren Mengen vorhanden. 


Wir haben auch versucht, fiir den Harn Methoden anzuwenden, die 
auf der Oxydation des Methylglyoxals beruhen. Wir gingen dabei, in 
Anbetracht der vielen oxydierbaren Harnbestandteile, mit wenig Hoffnung 
auf Erfolg vor, und in der Tat konnten uns die erreichten Resultate von 
der Anwesenheit des Methylglyoxals im Harn nicht tiberzeugen. 


Wir versuchten die Technik von Kuhn und Heckscher (30), die daraut 
beruht, daB das Methylglyoxal infolge seiner Eigenschaft als Aldehyd. sich 
durch Hypojodit oxydieren 1a8t, wahrend die Milchséure, die mit ihm zu- 
sammen vorkommt, nicht von dem Reagens beeinfluBt wird. Weéllstdtter 
und Schudel (31) fiihren diese Oxydation mit Jod in alkalischer Lésung 
aus, Auerbach und Bodldnder (32) haben die Oxydation mit Jod und die 
Titrierung mit Thiosulfat zur Glykosebestiinmung vorgeschlagen und dann 
ihre Methode verbessert, indem sie aquimolekulare Mischungen von 0,2 n 
Na,CO, und 0,2n NaHCO,-Lésung von py 10,1 bis 10,2 gebrauchten 
und somit die Bildung von Jodoform vermieden. 


Diese Methoden haben, abgesehen von den erwihnten Nachteilen det 
Unsicherheit und Ungenauigkeit, auch den Nachteil, daB sie nicht an- 
gewandt werden kénnen, wenn der Harn Glucose enthalt, also bei Harnen 
der Diabetiker. In Gegenwart von Glucose erhalt man zu hohe Werte; 
die Glucose kann nicht mittels Kupferkalkmilch entfernt werden, weil 
durch die Wirkung dieser Substanz, auch in der Kalte, fast das ganze 
Methylglyoxal zerstért wird, wobei teilweise Milchséiure gebildet wird. 
Deswegen ist keine dieser Reaktionen zum Nachweis von Methylglyoxal 
im Harn anwendbar. Als ein anderes Mittel, das Methylglyoxal zu oxydieren, 
wird nach Furth und Charnass (33) das Kaliumpermanganat angewandt ; 
die Reaktion wird in zwei Proben vor und nach der Methylglyoxal von 
Milchsaure trennenden Destillation ausgefiihrt. Es ist verstandlich. dab 
der Wert der Differenz zwischen den beiden Bestimmungen dem Methyl- 
glyoxal zukommt, aber durch die Destillation kann ein Teil des Methy!l- 
glyoxals in Milchséure tibergehen. 


Friedemann (34) verwendet eine NaQH-Lésung, von px héher als 12, 
und H,O,. Zu der zu untersuchenden Lésung gibt man _ vollkommen 
neutrales H,O, mit einigen Tropfen Phenolphthalein und fiigt mit einer 
Biirette emige Tropfen einer n/10 NaOQH-Lésung hinzu. Nach jedem 
Zusatz schiittelt man etwas und wartet, bis die Rosafairbung verschwunden 
ist. Wenn die Farbung sich nicht mehr andert, ist die Oxydation des Methyl- 
glyoxals bis zu 95 bis 98°, vorgeschritten. Man wartet noch 5 Minuten, bis 
die Oxydation beendet ist, und titriert den UCberschuB des Alkalis mit eine: 
n/10 Saure. Bei der Berechnung ist zu beriicksichtigen, daB sich jedes 
Molekiil Methylglyoxal in zwei monovalente Saéuremolekiile umwandelt. 
Die Methode von Friedemann hat sich bei der Untersuchung des Harns als 
unbefriedigend erwiesen. Unter anderem ist es wegen der Harnfarbe 
schwierig, genau den Umschlagspunkt des Phenolphthaleins anzugeben. 
Die Resultate bei Harnproben, denen man bekannte Mengen Methy!l- 
glyoxal zugesetzt hatte, fielen unregelmaBig und niemals quantitativ aus; 
dagegen hat sich die Friedemannsche Methode bei Verwendung von reinen 
Vergleichslésungen von Methylglyoxal mit gréBter Genauigkeit bewiahrt. 
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Quantitative und qualitative Bestimmungen. 

Unter allen erwahnten Reaktionen erschienen uns nur zwei ver 
wendbar, nimlich die Pyrrolreaktion fiir den Harn und die Reaktion 
von Friedemann fiir die Vergleichslésung. Es schien uns aber notwendig 
auBer der Ahnlichkeit der mit Pyrrol erzeugten Reaktionen des Harns 
und der reinen Lésungen einen iiber jeden Zweifel erhabenen Beweis 
dafiir zu erhalten, daB diese Reaktion wirklich dem Methylglyoxal 
zuzuschreiben ist. Das Bediirfnis nach einem solchen Beweis wird 
klar, wenn man beriicksichtigt, daB wir, aus verschiedenen Griinden, 
mit anderen Reaktionen keine bestimmten RKesultate erzielt hatten 

Wir vermochten schlieBlich unseren Anhaltspunkten Sicherheit 
zu verleihen durch Abscheidung des Methylglyoxals als Bis-2,4-di-nitro- 
phenylhydrazon gemaiB dem von Neuberg und Kobel (35) angegebenem 
Verfahren, einer Methode, die fiir den Nachweis des Methylglyoxals 
in einer Lésung von organischen Materialien unersetzlich ist. Hatte 
doch Neuberg gezeigt, daB das p-Nitrophenylhydrazin und besonders 
das 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin mit Methylglyoxal so empfindlich 
reagieren, daB man _ beinahe von Spezifitét sprechen kann; es 
gelingt, mit Hilfe dieser Reaktion das Methylglyoxal noch bei 
Verdiinnungen bis 1:50000 und 1: 100000 zu bestimmen. Durch 
Benutzung solcher Hydrazine ist es méglich, Mengen von 1 bis 2 y 
pro Kubikzentimeter zu entdecken. Auch andere dem Methy!- 
glyoxal ahnliche chemische Kérper bilden mit diesen Hydrazinen 
Hydrazone und Osazone, aber in betraichtlich hdheren Konzentrationen. 
Anzuwenden ist das 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin, weil es eine héhere 
Empfindlichkeit besitzt und weil das entsprechende Bis-hydrazon, im 
Gegensatz zu den Hydrazonen des Acetaldehyds, Formaldehyds, 
Glycerinaldehyds und der Zucker im allgemeinen, in Alkohol praktisch 
unléslich ist. Dieser Umstand gibt uns die Méglichkeit, es zu trennen 
und zu identifizieren. Das Bis-hydrazon des Methylglyoxals nimmt 
nach Neuberg und Kobel (35) bei Behandlung mit Kalilauge in alko- 
holischer Lésung eine intensive, charakteristisch violettblaue Farbe 
an, die selbst bei starker Verdiinnung auftritt: diese Eigenschaft 
ist dann von Barrenscheen und Braun (37) zu ihren Bestimmungen 
benutzt worden. Sie haben (38) eine kolorimetrische Bestimmungs- 
methode vorgeschlagen, die sich auf eben diese Tatsache stiitzt, und 
die wir wegen ihrer Einfachheit zunachst angewandt haben. 

In unseren ersten Versuchen behandelten wir 10 ccm Harn mit warmer 
2° iger Lésung von 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 2n HCl, wuschen 
mehrmals und isolierten jedesmal den Niederschlag nach Behandlung mit 
normaler Salzsiure und mit 30- bis 50- und 75° ,igem Alkohol, dem Salz- 
siure bis zur Normalitaét zugesetzt war, durch Zentrifugieren. Es stellte 
sich heraus, daB der nach diesen Waschungen iibrig bleibende Niederschlag 
aus dem Bis-hydrazon des Methylglyoxals dank dessen Unléslichkeit in 
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\lkohol besteht, was dadurch bewiesen wird, daf der Niederschlag 
nach Behandlung mit 5°, iger alkoholischer HOK die charakteristische 
violette Farbe annimmt. 

Mit 10 cem Harn erhielten wir keine guten Resultate, weil wihrend 
der Zentrifugierung der kleine Riickstand verloren ging. Deshalb 
versuchten wir durch Verwendung von 100 ccm pyrrol-positivem Harn 
bessere Resultate zu erzielen. Wir erhielten in der Tat Osazon mit 
den bekannten Eigenschaften. Es ist aber sehr miihsam, mit dieser 
schon bedeutenden Menge Harn zu arbeiten und jedesmal den Riick- 
stand durch Zentrifugieren trennen zu miissen. Um vollkommen klare 
und farblose alkoholische Salzsiure zu erhalten, muften wir bis 
50 Waschungen vornehmen, wobei Zentrifugenglischen zerbrechen 
konnen, was in manchen Fallen den Verlust von viel Arbeit bedeuten 
kann. Es handelt sich um eine zeitraubende Methode, wenn man die 


Zentrifugierung systematisch anwendet. Jetzt fiihren wir in Ab- 
inderung desselben Verfahrens fiir quantitative Bestimmungen die 


Waschungen in Schott-Filtern aus. 

Die Farbreaktion mit alkoholischer Kalilauge eignet sich gut fiir 
den kolorimetrischen Vergleich mit den auf gleiche Weise behandelten 
Vergleichslésungen und dient so zu quantitativen Bestimmungen. 
Alkoholische Kalilauge gibt auch mit dem Hydrazon der Brenztrauben- 
siure und dem Hydrazon des Acetaldehyds Farbreaktionen, aber die 
Farbténe sind ganz verschieden: blau-rétlich bei Brenztraubensiure 
und granatrot bei Acetaldehyd. Die 2, 4-Di-nitrophenylhydrazinlésung 
gibt, behandelt mit derselben alkoholischen Kalilauge, eine ahnliche 
Firbung, wie die bei der Behandlung des Methylglyoxal-bis-hydrazons 
auftretende, unterscheidet sich aber von dieser dadurch, daB die Farbe 
bei einem Uberschu8 von alkoholischer Kalilauge verschwindet, waihrend 
die entsprechende Farbe des Bis-hydrazons trotz des Uberschusses be- 
stehen bleibt. 

Weder die Pyrrolreaktion noch die beschriebenen Eigenschaften 
des durch Behandlung des Harns mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin 
erzeugten Niederschlags konnten von uns als endgiiltiger Beweis fiir 
die Anwesenheit des Methylglyoxals im Harn angesehen werden. Wir 
versuchten das Bis-hydrazon zu reinigen und zu kristallisieren, in der 
Absicht, es durch die Kristallbildung und durch den Schmelzpunkt zu 
identifizieren. 

Wir behandelten wie vorher den Harn einer Lésung von 2, 4-Di-nitro- 
phenylhydrazin in 2n HCl (1: 60) (1 cem Lésung auf 10 cem Harn). Man 
wartet die Ausfallung ab und ]aBt den Niederschlag 12 bis 15 Stunden auf 
dem Ofen bei 37° sich absetzen. Den Niederschlag trennt man durch 
Dekantieren und Filtration tiber Papier, danach wird er wieder in warmem 
Pyridin aufgelést. Wenn man das Pyridin abkiihlte zur schnelleren 
Abkiihlung im Eisschrank —, erhielt man einen Stoff von éligem Aussehen, 








248 A. Pi-Sufier u. M. Farran: 


der im Mikroskop in Form von Fettkreisen oder Oltrépfchen erschien, in 
deren Mitte sich manchmal undeutlich irgendein Kristall von verschiedene: 
unbestimmter Form zeigte. Nur einmal erhielten wir Kristalle, die denen 
des Hydrazons des Acetaldehyds ahnelten, aber niemals fanden wir Kristalle 
die mit denen verglichen werden kénnten, die wir in derselben Weise durc} 
Pyridinbehandlung des aus der Vergleichslésung bereiteten Bis-hydrazons 
des Methylglyoxals erhielten. Diese Kristalle sind klein und wenig charak 
teristisch, aber ganz verschieden von den amorphen und kaseartigen Niede1 
schlagen des Harns. 

Wir versuchten auch, den Niederschlag in warmem Nitrobenzol aut 
zulésen, die Lésung durch Abdampfen zu konzentrieren und die Kristal|: 
durch Abkiithlung auszufillen. Solange wir mit der Methylglyoxallésung 
arbeiteten, erhielten wir mit diesem Verfahren gut unterscheidbare Kristalle 
Dagegen bilden sich in Versuchen mit Harn dieselben 6ligen Massen, dix 
wir beim Behandeln mit Pyridin sahen. 

Wir versuchten, den Schmelzpunkt des amorphen Niederschlages 
sowohl des beim Abkiihlen des Pyridins als auch des beim Verdampfen 
des Nitrobenzols gewonnenen, zu ermitteln. Wir fanden ihn unter 100", 
die Bestimmung war aber nicht genau. Diese MiBerfolge iiberzeugten 
uns, daB sich das 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin mit anderen entsprechenden 
Komponenten des Harns verbindet. Pucher (39) hatte durch Behandlung 
normalen Harns mit Phenylhydrazin ein kristallisiertes Osazon isoliert. 
Wir dachten an die Notwendigkeit einer systematischen Trennung 
der wichtigsten Substanzen, die das Methylglyoxal begleiten und sich 
mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin verbinden kénnten. Zu diesen Sub- 
stanzen kénnte in erster Linie Acetaldehyd gehéren, der bekanntlich 
im Harn vorhanden ist, und dessen Hydrazon, wie wir gesehen haben, 
ebenso wie das der Brenztraubensaure, zu Kristallbildung fiihren kann 

Fiir diese Trennung bedienten wir uns der Technik von Simon 
und Newberg (40). Durch diese Methode, die sich auch auf die Bildung 
des Osazons mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin griindet, lassen sich Methyl- 
glyoxal, Brenztraubensiure, Acetaldehyd und Milchsaéure auch dort 
nachweisen und getrennt quantitativ bestimmen, wo sie sich neben- 
einander in Lésung befinden, wie es auch im Harn der Fall ist. 

Wir haben immer mit pyrrol-positivem Harn von kompensierten 
Diabetikern gearbeitet; der Harn war frei von Glucose und Ketor 
korpern. 

Die ersten Versuche machten wir mit 2 bis 4 Litern Harn, ohne ge 
niigende Mengen von Osazon zu_ erhalten. Nach den verschiedenen 
Waschungen blieb entweder ein unwagbarer Riickstand zuriick, oder dic 
kleine erhaltene Menge erlaubte die Identifizierung der Substanzen in 
bezug auf Léslichkeit, Kristallisation und Schmelzpunkt nicht. 

Wir sammelten 12 Liter Harn, filtrierten ihn und fiigten Tierkohk 
hinzu. Diese Kohle halt nach unseren Beobachtungen eine Menge von 
Methylglyoxal zuriick, aber erleichtert das Vorgehen, weil sie mit grobe1 
Intensitat viele andere Substanzen adsorbiert. Das Filtrat neutralisiert 
man genau und fiigt 2n Salzséiure bis zu der Konzentration von 1 g H‘ 
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pro 100 Harn hinzu. Niemals darf die Lésung weniger als 1°,, Salzsaure 
nthalten, weil anderenfalls das 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin ausfallen wiirde. 
Man gebraucht wie gewohnlich 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in der Lésung 
von 1:60 in 2n HCl, und im Verhialtnis 1 cem Reagens zu 10 cem Harn. 
Das Gemisch bleibt 16 Stunden lang bei 37°im Thermostat, danach laBt man 
es im Ejisschrank auf 8 bis 10° abkiihlen und saugt es dann durch einen 
Schottfilter 17 G4ab. Nachdem der Niederschlag vom Filter genommen ist, 
wascht man ihn mehrere Male mit 2n warmer H C1, bis die filtrierte Lésung 
volikommen farblos erscheint, und darauf noch zweimal mit kaltem destil- 
liertem Wasser. Sofort danach 148t man durch das Filter normale kalte 
Na,C O,;-Lésung laufen, die infolge der Anwesenheit des Hydrazons der 
Brenztraubenséure eine intensive, dunkelbraune Farbe erzeugt. Die Be- 
handlung mit Na,CO, mu8 unter Riihren des Filterinhaltes mit einem 
Glasstab so lange wiederholt werden, bis die Fliissigkeit wvollkommen 
farblos ablauft. Dann wascht man zweimal mit heiBem, destilliertem Wasser 
nach. Aus dem Filtrat kann man durch Ansiuern mit HCl das Hydrazon 
der Brenztraubenséure fallen, das einen pulverisierten, dunkelgelben 
Niederschlag bildet. 

Der Filterriickstand wird mit kochendem Alkohol von 94°, behandelt, 
wodurch das Hydrazon des Acetaldehyds gelést wird. Man wiederholt 
das Waschen, bis der Alkohol, der im Anfang braune Farbe annimmt. 
ganz farblos durchzulaufen beginnt. Das Hydrazon des Acetaldehyds kann 
vom Alkoho] durch Abdampfen getrennt werden, im Wasserbad oder 
zur Beschleunigung im Vakuum. Beim Harn erhalt man mit diesen 
Waschungen kein reines H ydrazon des Acetaldehyds, weil der Alkohol andere 
Substanzen mit aufnimmt, die wir noch nicht haben definieren kénnen. 

Das Bis-hydrazon des Methylglyoxals, das bei diesem Verfahren 
auf dem Filter bleibt, findet sich in kleinen Mengen und ist schwer auf 
mechanischem Wege abzutrennen. Wir ziehen es mit warmem Nitro- 
benzol aus. 

Wenn wir in der bezeichneten Weise verfahren, erhalten wir drei 
Fliissigkeiten: A, die Lésung von Na,CO,, die das Hydrazon der Brenz- 
traubensiure nebst anderen Substanzen enthalt: B, den Alkohol mit 
dem unreinen Hydrazon des Acetaldehyds; C, das Nitrobenzol mit dem 
Bis-hydrazon des Methylglyoxals. Um das Hydrazon der Brenztrauben- 
siure zu fallen, muB man die Lésung A mit HCl ansaiuern. Man 
isoliert durch Filtration einen dunkelgelben Niederschlag von sehr viel 
niedrigerem Schmelzpunkt als der des reinen Brenztraubensiure- 
hydrazons. Man trocknet den Niederschlag im Trockenschrank und 
lost wieder mit 94° Alkohol auf. Ein groBer Teil dieses Nieder- 
schlages lést sich nicht, man dekantiert die Lésung und konzentriert 
sie auf den Wasserbad bis zu wenigen Kubikzentimetern. Beim Ab- 
kiihlen fallt eine Substanz aus, die nicht kristallinisch wird und deren 
Schmelzpunkt 205° ist. 

Zuletzt haben wir das Hydrazon in gréBerer Reinheit erhalten. 
Der Niederschlag, der von dem HCl-Zusatz stammt, wird tiber dem 
Saugfilter mit heiBem, destilliertem Wasser, der unlésliche Riickstand 
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wird mit heiBer Essigsiure gewaschen. Durch Abkiihlung trennt ma: 
eine Substanz, die bei 215 bis 216° schmilzt [der Schmelzpunkt des 
reinen Brenztraubenséurehydrazons liegt nach Newberg und Kobel (3s 
bei 216°]. Mit alkoholischer Kalilauge gibt es die rétlich-violett: 
Firbung des entsprechenden Hydrazons. Die Elementaranalyse wird 
definitiv zeigen, ob es sich wirklich um Brenztraubensdiurehydrazon 
handelt, was wir fiir sehr wahrscheinlich halten. 

Mit Lésung B verfahrt man wie folgt: Man laBt sie bei maBige: 
Erwirmung bis zu wenigen Kubikzentimetern verdampfen, léBt ab- 
kiihlen und absetzen. Der Niederschlag, der schwer kristallisiert, wird 
in warmem Pyridin aufgelést. Im Eisschrank fallen Kristalle aus, 
die denen des in gleicher Weise behandelten reinen Acetaldehydrazons 
gleichen. Der Schmelzpunkt ist 166° und der des reinen Acetaldehyd 
hydrazons 165°. Mit alkoholischer Kalilauge erhielten wir die charak- 
teristische granatrote Farbung. 

Lésung C: Das Nitrobenzol wird in der Hitze bis zu wenigen 
Kubikzentimetern verdampft und in einem kleinen Zentrifugenglaschen 
abgekiihlt. Durch die Kalte sondern sich kleine Kristalle ab, die wir 
durch Zentrifugieren abscheiden. In der Zentrifuge werden sie mehrere 
Male mit Ather gewaschen, wodurch das Nitrobenzol entfernt werden 
soll. Man verdampft den Ather, trocknet die Kristalle vollstandig, 
indem man sie 4 Tage in einem Vakuumexsikkator mit Phosphor- 
pentoxyd 1éBt. Die Form der Osazonkristalle, die von Methylglyoxal 
aus der Vergleichslésung stammen, ist mit der Form der aus Harn 
erhaltenen Kristalle identisch. Herr Prof. Pardillo, Professor der 
Kristallographie der Universitat Barcelona, steilte die kristallo- 
graphische Identitét der Substanzen, die von der Behandlung der 
Lésungen B und C stammen, mit den Hydrazonen des Acetaldehyds 
bzw. des Methylglyoxals fest. 

Der Schmelzpunkt ist 296° und der des reinen Bis-hydrazons 298°. 
Die Schmelzpunkte sind von Herrn Prof. Garcia Banus, Professor 
der organischen Chemie der Universitat Barcelona, bestimmt worden. 
Er schlieBt auch aus denselben, daB die aus den Lésungen A, B und C 
abgesonderten Substanzen das Hydrazon der Brenztraubensaiure bzw 
das Hydrazon des Acetaldehyds und des Methylglyoxals sind. Der 
durch die Trennung mit Ather erhaltene Kérper gibt mit der alkoholi 
schen Kalilauge die charakteristische Farbe des Bis-hydrazons des 
Methylglyoxals: intensives Blauviolett. 

SchlieBlich wollten wir die Sicherheit erhalten, daB es sich bei 


dem durch die beschriebenen Vorgange isolierten und gereinigten 
K6érper wirklich um das Bis-hydrazon des Methylglyoxals handelte 
Dr. Mosquera von der Universitat Santiago hat die Elementaranalyse 
vorgenommen und uns folgende Resultate mitgeteilt: 
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Anwesenheit des Methylglyoxals im Harn. 


Erste Bestimmung. 


0,02375g Substanz gaben 0,00535 g H,O und 0,0369 g CQ,. ¢ 
2,52%. 
Zweite Bestimmung. 
0,02535 g Substanz gaben 0,00625 g H, O und 0.0392 g CQ,. ¢ 


Q 76 


a, 400° 
0,02795¢ Substanz gaben 6,234cem N, (19°, 734,8 mm), N 
Gef.: C 42,28, H 2.63, N = 26,21 
Ber.: C 41.66, H 2,80, N 25 


66 joe 


Aus den angegebenen Zahlen, vor allem aus den Resultaten der 
Klementaranalyse, kann man schlieBen, daB sich unter den Substanzen, 


die man durch die Behandlung des Harns mit 2, 4-Di-nitropheny!- 


hydrazin erhalt, das Bis-hydrazon des Methylglyoxals befindet, und daB 
folglich das Methylglyoxal in den untersuchten Harnen enthalten war. 
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Das Stirkeverfliissigungsvermégen der Amylase und seine 
Bestimmungsmethoden. 


Von 


T. Chrzaszez und J. Janicki. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat i: 
Poznan. Mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacja Gorzelnictwa 


(Eingegangen am 18. Oktober 1932.) 


Wenn wir die Wirkung der Amylase auf die Starke beobachten 
so sehen wir zunichst deren Verfliissigung und dann die Bildung von 
mit Jod verschieden sich farbenden Abbauprodukten und Zucke1 
Die Prozesse, welchen hier die Starke unterliegt, bezeichnen wir als 
Verfliissigung, Dextrinierung und Verzuckerung. Da der Verlauf 
dieser Prozesse, wie auch die Menge der gebiideten Abbauprodukt: 
ein Beweis fiir die Anwesenheit und Wirkung der Amylase ist, so kénnen 
wir ihre Wirkung und Menge durch die Bestimmung der Stairkeabbau 
prozesse bzw. der hier entstehenden Produkte feststellen. Wenn dir 
Amylase ein einheitliches Enzym ist, sollte es eigentlich fiir das Fest 
stellen ihrer Menge bzw. Wirkung gleichgiiltig sein, welcher Prozel 
des Stirkeabbaues verwendet wird. 

Schon im Jahre 1913 konnte einer von uns! bei der Untersuchung 
der Malzamylase von verschiedenen Getreidearten zeigen, daB die ein 
zelnen Teilvorgiange des Stirkeabbaues, und zwar Verfliissigung, Dex- 
trinierung und Verzuckerung in keinem gleichen Verhaltnis zueinande: 
standen. Dieses Verhailtnis war von der Art und Herkunft der Amylas: 
abhingig, was auch bei der Takadiastase und einigen Zooamylasen 
beobachtet werden kann. 

Obige Feststellungen sprechen dafiir, daB man unter dem Begriff 
, Amylase“ (Diastase) entweder einen Enzymkomplex oder nur ein Enzym 
(vielleicht einige) zu verstehen hat, aber dann noch Aktivatoren bzw 
Paralysatoren tatig sein miissen. Diese Enzyme wiirden dann eventuel! 
unter dem EinfluB von Aktivatoren und Paralysatoren die Teilprozess: 
des Starkeabbaues bewirken; es ist natiirlich nicht ausgeschlossen 


1 1’. Chrzaszcz, Wochenschr. f. Brauerei 30, Nr. 41/42, 1913. 
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daB fiir jede Starkeabbaustufe mehrere Typen von Amylase existieren, 
worauf auch das Verhalten der «- und f-Amylase von Kuhn! hinweist. 
In allen diesen Fallen, welche sich durch verschiedene gegenseitige 
Verhaltnisse der einzelnen Abbauprodukte charakterisieren, miiBte 
man annehmen, daB der Starkeabbau von der Art und Herkunft der 
\mylase abhangig ist. Wenn letzteres der Fall ware, dann diirfte es 
nicht gleichgiiltig sein, welcher Teilvorgang des Starkeabbaues der 
\mylase zur Bestimmung der Amylase bzw. deren einzelnen Faktoren 
verwendet wird. 

Beobachtet man das Verhalten der Starke zur Amylase, so fillt 
vor allem einerseits die Verfliissigung, andererseits die Verzuckerung 
der Starke auf. Deshalb wurden auch diese zwei Prozesse zuerst fest- 
gestellt. Jedoch ist bis heute noch nicht ganz erklart, was wir unter 
Verfliissigung der Starke verstehen sollen. Handelt es sich hier nur um 
eine Desaggregation des Starkekomplexes, oder haben wir es schon 
mit einer teilweisen Hydrolyse zu tun? Weiter wissen wir noch nicht, 
ob die Verfliissigung der Starke ein fiir sich abgeschlossener und selbst- 
standiger ProzeB ist, und wenn letzteres der Fall ist, in welchem Ver- 
haltnis das Verfliissigungsvermégen zu dem Zuckerbildungsvermégen 
der Amylase aus Starke steht. Entweder ist die Verfliissigung die erste 
Phase des Stairkeabbaues, oder sie endet in einer Reihe von Dextrinen 
(also noch vor der Zuckerbildung), oder dieser ProzeB geht noch weiter 
und ist ein gemeinsamer ProzeB mit der Maltose- bzw. Dextrosebildung, 
oder endlich die Folge der Maltosebildung. 

Weder die bisherige Untersuchung der Amylase, noch der Starke, 
geben eine definitive Antwort auf diese Frage. Abgesehen von den 
ersten Untersuchungen iiber die Amylase, von welchen wir keine maB- 
gebenden Erklarungen erwarten kénnen, sehen wir aber auch, daB die 
weiteren Untersuchungen diese Frage sehr vorsichtig beriihren. In den 
meisten Fallen behandeln die Forscher diese Frage so, daB man ihre 
Ansichten auf verschiedene Weise erkliren kann. Meistens kann man 
nur aus den Untersuchungsmethoden des Starkeverfliissigungsvermégens 
folgern, wie der Forscher diese Frage ansieht. In einzelnen Fallen 
finden wir ganz prazise diesbeziigliche Ansichten, die jedoch sehr ver- 
schieden und sogar widersprechend sind. Einige Forscher wie A. Fern- 
bach und Schoen®, T. Chrzaszz*, R. Fricke und P. Kaja*, W. Syniewski®, 
A. Joszt® betrachten das Starkeverfliissigungsvermégen als selbstandige 
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Funktion der Amylase ; M. Samec!, H. Pringsheim?, R. Kuhn®, C. Oppen 





heimer*, R.H. Hopkins® schreiben die Verfliissigung der Amylo wird 
phosphatase zu. Andere Forscher wie J. Effront®, A. Wohl und Glimm ‘ 
H.C. Sherman*, K. und F. Ehrlich® sehen in dem Starkeverfliissigungs 
vermégen ein Enzym, das gleichzeitig die Dextrinierung bewirkt 
Wieder andere Forscher wie 8S. A. Waksmann™, H. Liiers und E. Sellner {bbe 
und S. Nishimura™ sind der Ansicht, daB der ganze Stirkeabbauproz« 
einschlieBlich Zuckerbildung durch ein und dasselbe Enzym_ bk 
wirkt wird. 
Nicht ohne EinfluB auf diese widersprechenden Ansichten ist di 
Bestimmungsmethode des Starkeverfliissigungsvermégens. Darum , 
; ‘ : ; fron 
haben wir es fiir notwendig gehalten, die dazu dienenden Methode 
nei * . ; , von 
kritisch zu besprechen. Einen Vergleich halten wir auch deshalb fii ti 
° . a stan¢ 
angebracht, weil schon 22 Jahre * seit der letzten Revision der Methode: 
verlaufen sind. Wahrend dieser Zeit wurde eine Reihe von neuen Me sh 
thoden vorgeschlagen, und wir hielten es fiir notwendig, alle diese M: My alt 
thoden zu vergleichen, insbesondere nachzupriifen: r.C 
1. Auf ihre Genauigkeit und Empfindlichkeit, ; 
. ‘ ; ; - ore - S. Pi 
2. Ausfiihrungszeit wie auch ihre Zweckmabigkeit, jurel 
dure 
3. ob und unter welchen Bedingungen die verschiedenen Methoden 
. . . 4 
gleiche Resultate geben und vergleichbar sind. IIs 
; VOLS 
Es gibt bis jetzt 15 Methoden zur Bestimmung des Starkeve1 und 
fliissigungsvermégens und 18 Vorschlige, welche die Methoden vervoll ; 
stindigen sollen. Diese Methoden kann man in drei Gruppen wie folgt 2 di 
einteilen: bs 
I. Gruppe. Das Starkeverfliissigungsvermégen der Amylase wird 1 
durch die Verfliissigung der Starke bestimmt und zwar: : 
. SA , . 3 
a) Das Enzym wird der Starke vor der Verkleisterung zugesetzt 5 
b) Das Enzym wird der Starke nach der Verkleisterung zugesetzt 5 
6 
1 Kolloidchemie der Stirke. Dresden-Leipzig 1927. : 
2 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 57, 1581, 1924; Die Polysaccharide a 
Berlin 1923. ‘“ 
* ise. “ 
* - ‘ *")* il 
4 Lehrbuch der Enzyme, 1927, 8. 233. a 
5 J. Inst. Brew. 27, 189, 1930. mi 
6 (.r. dela soc. biol. 86, 269, 1922. a 
7 Diese Zeitschr. 27, 350, 1910. e 
8 J. Amer. Chem. Soc. 35, 1784, 1913. me 
® Allg. Brauer- u. Hopfztg. 63, 795, 1923. nm 
10 J. Amer. Chem. Soc. 42, 293, 1920. mn 
i ‘ ¥ = ‘a 8 
11 Wochenschr. f. Brauerei 42, 97, 1925. pe 
2 Diese Zeitschr. 200, 81, 1926. : 
a 


13 7. Chrzaszcz u. S. Pierozek, Zeitschr. f. Spiritusind. 38, 66, 1910 
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Starkevertlissigungsvermégen der Amylase. 


Il. Gruppe. Das Starkeverfliissigungsvermégen der Amylase 
wird durch die Abnahme der Viskositaét bestimmt. 

a) Mit Starkekleister. 

b) Mit léslicher Starke. 

Ill. Gruppe. Das Starkeverfliissigungsvermégen wird durch die 
Abbauprodukte der Starke bestimmt. 

a) Mit Jodreaktion. 

b) Durch die Bestimmung des Zuckers, welcher aus dem _ ver- 

fliissigten Amylopektin gebildet wird. 

Zur Gruppe Ia gehoren die Methoden von 1. C. 1. Lintner', 2. J. Ef- 
front?, 3. C. J. Lintner und P. Sollied*®, welche durch die Vorschlaige 
von 7’. Chrzaszcz und S. Pierozek4, H. Doesel® und H. Liiers® vervoll- 
stindigt wird, 4. die Methode von 7. Chrzaszez’. 

Zu der Gruppe Ib gehéren die Methoden von 1. W.Glinski und 
Walther’, 2. A. Pollak®, vervollstandigt durch den Vorschlag von 
T. Chrzaszez und S. Pierozek™ und 3. 8S. A. Waksmann"™. 

Zu der Gruppe Ila gehéren die Methoden von 1. 7. Chrzqszez und 
S. Pieroiek®,2. A. J. Hall®, 3.8. Jozsa und H. C. Gore™, vervollstandigt 
durch die Vorschlage von J. Fletcher und J. B. Westwood™, 4. U. Olsson "® 

Zu der Gruppe IIb gehért die Methode von W. C. Davison", ver- 
volistandigt durch die Vorschlige von W. R. Thompson, C. E. Johnson 
und R. Hussey". 


Zu der Gruppe Illa gehéren die Methoden von 1. 2. Miiller?® und 
2. die neue Methode von J. Effront?®. 


J.f. prakt. Chem. 36, 481, 1887. 
* ,,Les Enzymes** 1898, 8. 229. 
Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 26, 329, 1902. 
l. c. 
Studien iiber Diastase, Dissert. Miinchen 1923. 
5 .,Die Methodik der Fermente‘‘, C. Oppenheimer, 1925, S. 878. 
Diese Zeitschr. 242, 130, 1931. 
Die Arbeit Pawlows ,,Uber die Verdauungsdriisen**, Wiesbaden 1898 
Wochenschr. f. Brauerei 20, 595, 1903. 
l. ce. 
J. Amer. Chem. Soc. 42, 293, 1920. 
l.c. 
Canadian Dyer a. Coller user Torronto 1, 156, 1921. 
J. Ind. Eng. Chem. 2, 26, 1930. 
5 J. Inst. Brew. 36, 550, 1930. 
> Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 1, 1922. 
’ Johns Hopkins Hospital Bull. Baltimore 37, : 
C. E. Johnson u. R. Hussey, J. gen. physiol. 
Zentralbl. f. inn. Med. 16, 1908. 
C.r. de la soc. biol. 174, 18, 1922. 
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Zu der Gruppe IIIb gehért die Methode von W. Windisch 
W. Dietrich und A. Beyer’. 


Experimenteller Teil. 

Zur Nachpriifung der verschiedenen Methoden haben wir Malz au 
Roggen, Weizen, Hafer und hirse hergestellt, auBerdem wurde Gersten 
brauereimalz verwendet. Die Malze wurden durch zehntagige Malzung 
bei etwa 16°C in der Malzerei unseres Instituts hergestellt, bei 30 bis 35° 
mit dem Faust-Heim-Abdampfapparat getrocknet und in geschlossene: 
Glasern aufbewahrt. Die von uns hergestellten Malze zeichneten sich durch 
groBe enzymatische Kraft aus. Die Malzausziige wurden durch einstiindiges 
Schiitteln des Malzes mit Wasser in einem elektrischen Schiittelapparat 
von 60 Umdrehungen/Minute hergestellt und nach dem Filtrieren sofort 
untersucht. 

Wir verwendeten Superiorkartoffelstarke aus der Starkefabrik Luban 
Wronki, welche eine Viskositat ¢/t, 15,0 hatte. (Bestimmung nach §. 259 
mit dem Engler-Apparat.) Fiir spezielle Zwecke stellten wir auch in unserem 
Laboratorium Kartoffelstarke her, welche eine sehr groBe Viskositat zeigte 
AuBerdem verwendeten wir bei den betreffenden Methoden nach den Vor 
schriften derselben hergestellte Starke bzw. Starkepraparate. 


Die Methoden der ersten Gruppe. 
Die Methode von J.C. Lintner. 

J.C. Lintner war der erste, welcher im Jahre 1887 den Vorschlag 
zur Bestimmung des Starkeverfliissigungsvermégens gemacht hat. 
Naheres tiber die Ausfiihrung der Methode siehe Originalabhandlung. 

Die Methode léBt eine groBe Willkiirlichkeit in der Ausfiihrung 
zu und ist deswegen so ungenau, daB sie sich zu der Bestimmung des 
Starkeverfliissigungsvermégens der Amylase nicht eignet. 


Die Methode von J. Effront. 


J. Effront iibernimmt die Idee von J.C. Lintner zur Bestimmung 
des Starkeverfliissigungsvermégens der Amylase und will die Methode 
durch andere Ausfiihrung praktischer machen. Uber die Einzelheiten 
der Ausfiihrung der Methode siehe Originalabhandlung. 


Auch diese Methode gibt keine genaue Resultate. Drei Vergleichs- 
bestimmungen geben nur ausnahmsweise gleiche Resultate. In den meisten 
Fallen bekommen wir Unterschiede von eins bis zwei, und bei schwacheren 
Malzausziigen sogar von drei Reagensglisern. Wenn wir annehmen, dati 
zu den Untersuchungen meistens zehn Reagensgliser genommen werden, 
also jedes um 10°, Enzymmenge mehr enthalt. so erhalten wir einen Fehle: 
von etwa 30°. 

Dazu kommt noch, daB die Reisstarke verschiedene Eigenschaften 
bzw. Reaktionen zeigt, was zu ungenauen Resultaten fiihrt. Der Fehle: 
der Methode wird noch durch die Herstellung des Malzauszuges bei 60° ‘ 
vergréBert. Die Methode ist auch wenig empfindlich. Man mu8 drei- bis 
fiinfmal mehr Malzauszug nehmen als bei der Lintner-Sollied-Methode. 


1 Wochenschr. f. Brauerei 40, 49, 1923. 
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Die Methode von J. Effront kann wegen ihrer Ungenauigkeit 
und geringen Empfindlichkeit zu der Bestimmung des Starkeverfliissi- 
gungsvermégens nicht gebraucht werden, was schon einer von uns 
friiher feststellte!. 


Die Methode von J.C. Lintner und P. Sollied. 


Die Methode von J.C. Lintner und P. Sollied kann als Verbindung 
der Methoden von J.C. Lintner und I. Effront angesehen werden. Uber 
die Beschreibung der Methode siehe Originalabhandlung bzw. C. Oppen 
heimer, Die Fermente, Methodik, 8. 877, 1929. 


Diese Methode gibt ganz genaue Resultate, besonders, wenn man die 
Verkleisterung immer auf dieselbe Weise durchfiihrt. Bei schwacheren 
Malzausziigen oder bei leicht verfliissigbarer Starke stellt man einen Unter- 
schied von héchstens einem Reagensglas fest, was nach unserer Berechnung 
einem Fehler von 10°, entspricht. 

Wir haben das Starkeverfliissigungsvermégen unserer fiinf Malzsorten 
nach dieser Methode bestimmt. 5°, ige Malzausziige haben sich als zu 
kraftig gezeigt, und deshalb muBten wir letztere bis zu einer Konzentration 
von 0,5°,, verdiinnen, mit Ausnahme des Gerstenmalzauszuges, der 5° ig 
blieb. Die Resultate waren folgende: 





10 cem 10 °/oiger Kartoffelstirke verfliissigt mit Malz von 


Roggen Weizen Hafer Hirse Gerste 
zeigen 

Verfliissigungskraft (1 ¢g 

Malz verfliissigt Stirke) 286 g 333 g 286 g 222 g 80g 
Empfindlichkeit: um 1g 

Starke zu_ verfliissigen, 

ist eine Malzmenge 

ok 3,5 mg 3,0 mg 3,5 mg 45mg 12,5 mg 
Genauigkeit der Methode Der durchschnittliche Fehler betragt 10% 
Vorbereitungs- und Aus- 

fahrungszeit der Methode 70 bis 80 Min. 


Ausfiihrungszeit der Me- 


thode allein. 45 Min. 


Die Methode von Lintner-Sollied ist einfach und leicht ausfiihrbar, 
gleichzeitig ziemlich genau und empfindlich, verlangt auch keine 
spezielle und kostspielige Apparatur. Sie ist zu technischen Unter- 
suchungen gut brauchbar. Von groBem EinfluB auf die Genauigkeit der 
Methode ist gleiche GréBe der Reagensgliser, d.h. alle miissen einen 
gleichen Durchmesser haben, damit die Starkekleistersiule in allen 
Xeagensglisern gleich hoch ist. Die Dicke des Glases ist auch nicht 
‘hne Einflu8. Sehr wichtig ist die gleichartige Verkleisterung der Starke. 


1 T. Chrzqszcz u. S. Pierozek, 1. ¢. 
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Uber den Einflu8 der Starke, wie auch iiber das Erhalten des enzy 
matischen Auszuges sprechen wir an anderer Stelle (S. 259). 


Die Methode von Lintner-Sollied, erganzt durch die Vor 
schlage von T. Chrzaszez und S. Pierozek. 

T. Chrzaszez und S. Pierozek geben zwei Vorschlage zu der Lintnersche: 

Methode an. Der erste bezieht sich auf die Technik der Ausfiihrung. E 

handelt sich darum, die Reagensglaser bei der Verkleisterung der Stark 


mit einem Gummikorken, der mit einer engen Offnung versehen ist, zu 


schlieBen. Der zweite Vorschlag betrifft die Verwendung von drei Starke 


konzentrationen, und zwar von 6, 10 und 15°,. 

Zu 1. Der Vorschlag, das Reagensglas mit einem Gummistopfen, 
der mit einer engen Offnung versehen ist, zu schlieBen, ist zwar ein 
Kleinigkeit, erleichtert aber sehr die Ausfiihrung der Methode, insofern 
als ein Platzen der Reagensglaser verhindert wird. 

Zu 2. Scheinbar sollte es gleichgiiltig sein, ob wir Ausziige ent- 
sprechender Konzentrationen direkt herstellen, oder ob wir einen 
kraftigeren Auszug herstellen und ihn auf die entsprechende Konzen- 
tration verdiinnen. Einer von uns! stellte jedoch schon fest, daB es 
fiir die Bestimmung der Amylase nicht gleichgiiltig ist, auf welche Weise 
die entsprechende Enzymlésung vorbereitet wird. Deswegen halten 
wir es auch fiir richtiger, nur eine Konzentration des Malzauszuges 
(Enzymlésung) herzustellen, dagegen die Starkekonzentration zu 
variieren. Durch die Verwendung von 6°%%,iger Starke neben 10 %iger 
wird die Methode empfindlicher gemacht. 

Bei Anwendung der Kartoffelstarke muB man _ beriicksichtigen, 
daB ihre Eigenschaften verschieden sind, abhangig von der Vorbereitung 
und Herkunft. Sogar die Kartoffelstarken, welche man auf die gleich: 
Wasserstoffionenkonzentration gepuffert hat, zeigen  verschiedene 
Viskositat und Widerstandsfahigkeit bei der Verfliissigung durch die 
Amylase. Frisch hergestellte Starke zeigt stets eine viel gréBere Viskositat 
und Widerstandsfihigkeit gegen Amylase. Wahrend der Aufbewahrung 
fallen diese stufenweise*. Als Beispiel mége das Verhalten von Starke 
verschiedenen Alters (pq = 5) gegen Amylase angefiihrt sein. 





zeigte Vis itit, be t mit - . 
zeigte iskositat, bestimmt m brauchte von 5 °%/,igem Gersten- 


Stirke Pipette Engle r-Apparat ans; 7” — 
1 1 
| 133 3.4 0.20 eem 
alte | 510 8.2 0.25 
aa 1540 20.3 0,40 
frische | 1770 25,2 0,50 


1 T'. Chrzaszcez, diese Zeitschr. 242, 130, 1931. 
2 J. Janicki, Roezniki Chemji 12, 381, 1932. 





sucht 
zu ve 
Besti 
Stark 
bestiu 
Vere 
] 
\ppa 
S00 ce 
soviel 
Hierz 
schiit 
Flam) 
bis 25 
200 ex 
bestir 
\ 
stellte 
Wasse 
Temp 
mit ei 
und T 
die A 
die R 
S 
Karto 
dem 
zu all 
vermo 
gelage 


Die M 


Ni 
Enzyn 
rteagel 
dunste 
Zu die 
korken 
Der dr 
Fuchsi 


Zi 


wendig 











Starkeverfliissigungsvermégen der Amylase. 259 


Die obigen Resultate zeigen, daB es notwendig ist, zu allen Unter- 
suchungen Starke von ganz bestimmten Eigenschaften (Viskositat) 
zu verwenden. Aus diesen Griinden machen wir den Vorschlag, bei 
Bestimmungen des Starkeverfliissigungsvermégens die Viskositat der 
Stirke anzugeben. Dieselbe soll entweder mit dem Engler-Apparat 
bestimmt werden oder mit einer einfachen Pipette mit AusfluB ohne 
Verengerung. 

Der Starkekleister fiir die Viskositatsbestimmung mit dem Engler- 
\pparat war in folgender Weise vorbereitet. In einen Kolben von etwa 
300 ccm Inhalt gibt man unter Beriicksichtigung des Wassergehalts 
soviel Starke, um 250 ccm von '/,°%igem Stirkekleister zu erhalten. 
Hierzu gibt man 200 ccm destillierten Wassers, erwirmt unter Um- 
schiitteln auf dem Wasserbad bis 80° und kocht 3 Minuten auf der 
Flamme (vom Sieden an gerechnet). Nach Abkiithlung auf 20° wird 
bis 250 ccm mit destilliertem Wasser erginzt und die AusfluBzeit von 
200 ccm Starkekleister bei dieser Temperatur in dem Engler-Apparat 
bestimmt. Die Resultate werden in t/t, angegeben. 

Wenn die Pipette zur Viskositétsbestimmung gebraucht wurde, 
stellten wir einen 2 °,igen Starkekleister her, welcher in einem kochenden 
Wasserbad bis auf 97 bis 98° erwarmt und 4 Minuten bei dieser 
Temperatur gehalten wurde. Das Kélbchen mu8B wahrend des Kochens 
mit einem Korken verschlossen sein, der mit einem kurzen Glasréhrchen 
und Thermometer versehen sein soll. Nach dem Abkiihlen bestimmt man 
die AusfluBzeit von 25 ccm Starkekleister aus einer Pipette und gibt 
die Resultate in t/t, an. 

Schon oben haben wir hervorgehoben, daB die frisch vorbereitete 
Kartoffelstarke voriibergehend eine hohe Viskositat zeigt, welche mit 
dem Aufbewahren stufenweise abfallt, und deswegen schlagen wir vor, 
zu allen Untersuchungen zur Bestimmung des Starkeverfliissigungs- 
vermégens Superiorstarke zu verwenden, welche etwa '/, bis 1 Jahr 
gelagert hat. 


Die Methode von Lintner-Sollied, erganzt durch drei Vorschlige 
von H. Doesel 


Nach dem ersten Vorschlag soll man das Volumen der zugesetzten 
Enzymlésung bis zu l1cem mit Wasser erganzen, so da wir in jedem 
Reagensglas 11 cem Fliissigkeit haben. Der zweite Vorschlag soll das Ver- 
dunsten des Wassers und die Bildung eines Starkehautchens verhindern. 
Zu diesem Zwecke schlieBt Doesel die Reagensglaser mit einem Gummi- 
korken, der mit einem kurzen, spitz ausgezogenen Réhrchen versehen ist. 
Der dritte Vorschlag soll den Verfliissigungspunkt durch Zugabe von 1 ccm 
Fuchsinlésung genau feststellen. 


Zu 1. Der Zusatz des Wassers ist bei genauen Bestimmungen not- 
wendig, um immer gleiche Fliissigkeitsvolumen zu bekommen, besonders 
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bei der Verwendung einer sich leicht verfliissigenden Starke bzw 
bei Verwendung eines schwiacheren als 10°,igen Starkekleisters und 
vor allem zur Einhaltung von gleichem py. Bei technischen Vergleichs 
untersuchungen kann man jedoch den Zusatz von Wasser unterlasse1 
da derselbe nur einen kleinen EinfluB auf die Resultate hat. 

Zu 2. Die Verdunstung des Wassers waihrend der ganzen Be 
stimmung betrigt nach unseren Untersuchungen 0,2 bis 0,3 cem 

Wir untersuchten, welchen EinfluB die Zugabe von 0,5 und 1 cen 
Wasser auf die Verfliissigung ausiibte, und stellten folgendes fest 





; auf 10cem 10° siger Kartoffelstirke bei Zugabe vor 
z Bei Einwirkung wus , _oasealialaee 
teagens- 


glas Weisesee lcem Wasser 0,5cem Wasser 0,0cem Wasser 
Nr auszug , ‘ , ; 
erhielt man einen Kleister, welcher sich zeigte 

1 0,1 cem fest fest fest 

2 02 , fest fest fest 

3 O23. dickfliissig dickflissig dickflissig 
4 O4 , fliissig (besser) fliissig fliissig 

5 ae. « wasserfliissig wasserfliissig wasserfliissig 


Bei Zugabe von Fuchsinlésung erhielt man erst bei 0,5 cem Enzym- 
lésung eine gleichmaBige Farbung. 


Diese Resultate zeigen, daB die Zugabe von 0,5 ccm Wasser fast 
ohne EinfluB auf die Verfliissigung ist, um so weniger kann eine Ver 
dunstung von 0,2 bis 0,3. ccm einen EinfluB haben. 

Die Bildung des Starkehautchens ist bei aufmerksamer Arbeit 
selten und ohne EinfluB auf die Genauigkeit und Empfindlichkeit de: 
Methode. . 

Zu 3. Der Vorschlag, 1 cem Fuchsinlésung (0,2 g in 1 Liter Wasser) 
zuzugeben, ist nicht zweckmaBig. Der Stairkekleister wird erst dann 
durch Fuchsinlésung gleichmaBig gefarbt, wenn derselbe schon wasser- 
fliissig ist. Die Verfliissigung erfolgt schon friiher, und darum bestimmen 
wir mit Fuchsinlésung nicht den eigentlichen Verfliissigungspunkt de1 
Starke. Fiir Anfanger mag der Zusatz eines beliebigen Farbstoffes 
anzuraten sein, weil die Verfliissigung augenscheinlicher gemacht wird 
Fir normale Untersuchungen ist der Zusatz von Farbstoffen unnétig 
um so mehr als dadurch nicht der richtige Verfliissigungspunkt fest 
gestellt wird. 


Die Methode von Lintner-Sollied, erganzt durch die Vorschlag¢ 
von H. Liiers. 

H. Liiers macht zwei Vorschlage: der eine betrifft die Technik de 
Ausfiihrung, und zwar wird vorgeschlagen, die Verkleisterung der Starke 
in den einzelnen Reagensglasern in Absténden von 2 Minuten vorzunehmen 
Der zweite Vorschlag betrifft die Ausfiihrung der Methode bei py = 5 
Um dieses zu erhalten, gibt Liiers zu 10g Starke 10 cem Puffermischung 
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hinzu (10 cem m/2 essigsaures Natrium und 6,4 ccm m/2 Essigsiure) und 


rganzt zu 100 ccm mit destilliertem Wasser. 

Zu 1. Diesen Vorschlag halten wir fiir unzweckmaBig, weil derselbe 
lie Ausfiihrung der Methode erschwert. Wenn wir annehmen, daB fiir 
jede Bestimmung zehn Reagensglaser gebraucht werden, so wiirde die 
Verkleisterung 20 Minuten in Anspruch nehmen. Die einzelnen Reagens- 
gliser bleiben im Wasserbad von 65°C wahrend 15 Minuten, in den 
zwei anderen je 10 Minuten. Wir sehen daraus, daB man, wahrend die 
Verkleisterung noch im Gange ist, die einzelnen Reagensglaser schon 
in die weiteren Wasserbader geben muB. Die Arbeit muB so zusammen- 
gestellt sein, daB die ganze Verkleisterung einschlieBlich Manipulation 
in jedem Wasserbad nicht mehr als 10 Minuten dauert. Nach unserem 
Erfahren braucht man zur Verkleisterung !/, Minute, Anfanger héchstens 
| Minute. Die Verkleisterung ist also in 10 Minuten vollendet, was auch 
die gute Ausfiihrung der Methode verlangt. 

Zu 2. Der zweite Vorschlag, die Bestimmung bei py = 5 auszu- 
fiihren, ist selbstverstandlich zweckentsprechend. Das Verfliissigungs- 
vermogen unserer Malze bei diesem py gab folgende Resultate: 





lleem Stirkekleister (l0cem 10° ,ige Kartoffelstarke 
Malzauszug + Wasser) bei py = 5 vertliissigt 
mit Malz von 


toggen Weizen Hafer Hirse Gerst« 
zeigen 
Verflissigungskraft (1 2 
Malz verfliissigt Starke) 333 ¢ 400 & 333 g 286 g 100 ¢ 
Empfindlichkeit: um 1 g 
Starke zu_ verfliissigen, 
ist eine Malzmenge 
ee ee ae 3mg 2.5mg 3 mg 3.5 mg 10 mg 
Genauigkeit der Methode: Der durchschnittliche Fehler betragt 10° 
Vorbereitungs- und Aus- 
fihrungszeit der Methode 80 Min. 
Ausfihrungszeit der Me- 
thode allein. . . ... 59 Min 


Aus dieser Tabelle ersieht man, daB die Verfliissigung bei py 5 
schneller verlauft als ohne Pufferung. Bei Anwendung von ge- 
pufferter Starke braucht man ungefahr 0,1 com Enzymlésung weniger 
als bei ungepufferter. 


Die Methode von T. Chrzaszecz. 


Diese Methode ist ein weiterer Ausbau der Methode von Lintner. 
Uber die Einzelheiten der Ausfithrung der Methode siehe Original- 
abhandlung. 
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Die Kontrollproben zeigten, daB die Methode ganz genau ist 








Die Fehlergrenzen liegen in der Halfte des Unterschiedes der Enzym tht 
" ° - . : ( 
menge zwischen zwei Reagensglaisern, was nach obiger Rechnung einen und 
Fehler von 5%, entspricht. Aus 
Wir bestimmten das Starkeverfliissigungsvermégen unserer Malz 
nach dieser Methode und bekamen folgende Kesultate: 
10 cem 10° sige Kartoffelstarke verfliissigt mit Malz von Mett 
Roggen Weizen Hafer Hirse Gerste 
zeigen Star 
Vertliissigungskraft (1 g wees: 
Malz verfliissigt Starke) 50g 66,7 2 50g 33,5 g 18,2 ¢ zylin 
Kmpftindlichkeit: um lg 
| Starke zu_ verflissigen, Glas 
| ist eine Malzmenge notig und 
I ie i a! ee 20 mg 15mg 20 mg 30 mg 55 mg und 
| 
| Genauigkeit der Methode Der durchschnittliche Fehler betragt 5 °% Reih 
} ; geha 
i Vorbereitungs- und Aus- hal 
fiabrungszeit der Methode 50 Min. 
Ausfiihrungszeit der Me- 
thode allen. ..... 30 Min. Amy) 
eed ia siul 
j Das Verfliissigungsvermégen unserer Malze nach dieser Methode be oes 
| ‘3 é 
j Pu 5 gab folgende Resultate: 5 
Vers 
| kleis 
| 11 cem Starkekleister (10 cem 10 ige Kartoffelstirke . 
i + Malzauszug + Wasser) bei py 5 verfliissigt mit Verf 
| Malz von sc] 
/ scnwv 
Roggen Weizen Hafer Hirse Gerst« 
i zeigen 
| habe 
Verfliissigungskraft (1g Auc 
Malz vertliissigt Starke) 66,7 g 80 ¢ 66,7 g 409 We hal 
abe 
Empfindlichkeit: um 1g aie a 
| Stiirke zu verfliissigen, = § 
ist eine Malzmenge notig 
| i 6 ee ok 15mg 125mg 15mg 25 mg 50 mg 1i 
| am 2 re ding 
Genauigkeit der Methode Der durchschnittliche Fehler betragt 95 ‘ 200) | 
Vorbereitungs- und Aus- 
fahrungszeit der Methode 55 Min. 
. . yi £ 
Ausfiihrungszeit der Me- gena 
thode allein. ..... 35 Min. vert 
Ans 


Der gepufferte Stirkekleister braucht also im Vergleich mit dem 
ungepufferten zur Verfliissigung etwa 0,1 ccm Malzauszug weniger 
Daraus geht hervor, daB auch hier der gepufferte Starkekleister leichter 
verfliissigt wird. 











ist 
m 


en 


ilze 


lem 
rer 


iter 





Starkeverfliissigungsvermoégen der Amylase 263 


Die Methode von 7. Chrzaszcz ist einfach, leicht und schnell aus- 
fihrbar, dagegen wenig empfindlich. Man kann sie zu Orientierungs- 
und technischen Vergleichsuntersuchungen gebrauchen, besonders bei 
Ausziigen, die reich an Amylase sind. 


Die Methode von W. Glinski und Walther. 


W. Glinski und Walther geben eine Methode an, die analog wie die 
Mettsche Methode! zur Proteasebestimmung ausgefiihrt wird. 


Mehrere enge Glasréhrchen (1 bis 4mm Durchmesser) werden mit 
Starkekleister gefiillt. Nach dem Erstarren und Abkiihlen legt man dieselben 
in eine Enzymlésung und beobachtet die Verkiirzung des Stiarkekleister- 
zylinders unter dem EinfluB der Amylase. 

Zwecks Nachpriifung der Methode haben wir mehrere 5cm lange 
Glasréhrchen (4mm Durchmesser) mit 5°,igem Starkekleister gefiillt 
und je zwei in Enzymlésungen verschiedener Konzentrationen gelegt, 

-, l-, 2,5- und 5°,igen Weizenmalzauszug. Eine andere 
Reihe von Roéhrchen haben wir in die entsprechenden Enzymlésungen 
gehangt. Die Untersuchungen wurden bei Zimmertemperatur (18°) und 
bei 37° durchgefiihrt. 


und zwar in 0,5 


Die Resultate zeigten grobe Unterschiede in der Wirkung der 
Amylaselésung. Z. B. in einem Parallelversuch war die Starkekleister- 
siule in dem einen Réhrchen um 4 mm verkiirzt, wihrend in dem anderen 
kaum eine Spur des Starkekleisters aufgelést war. In einem anderen 
Versuch hatten wir eine ziemlich starke Verfliissigung des Starke- 
kleisters bei der Verwendung einer 1 °,igen Enzymlésung, wahrend die 
Verfliissigung bei Einwirkung einer 2,5° igen Enzymlésung _ viel 
schwacher war. 

Um eine bessere Ablesung der Starkekleistersiule zu erméglichen, 
haben wir den Starkekleister mit Fuchsinlésung schwach rosa gefarbt. 
Auch damit konnten wir keine besseren Resultate erzielen. Weiter 
haben wir versucht, die Enzymlésung von oben auf den Stirkekleister 
zu gieBen. 

Alle Versuche gaben schlechte Resultate. Zwei unter gleichen Be- 
dingungen ausgefiihrte Parallelproben gaben Unterschiede von 30 bis 
200%. 

Daraus geht hervor, daB die Methode von Glinski-Walther so un- 
genau ist, daB man sie zu der Bestimmung des Starkeverfliissigungs- 
vermégens nicht brauchen kann, was in Ubereinstimmung mit den- 
Ansichten von H. Euler? und C. Oppenheimer® ist. 


1 Mett, Arch. f. Anat. u. Phys. 98, 1894. 


2 H. Euler, Chemie der Enzyme, IT. Teil, 1922, S. 134. 


92 
3 C. Oppenheimer, Die Fermente 1926, 8. 675 u. 849. 
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Die Methode von A. Pollak. 

Die Methode von A. Pollak verwendet zu der Bestimmung des 
Starkeverfliissigungsvermégens einen dickfliissigen Starkekleister. Die 
Verfliissigung wird durch den Zusatz einiger Tropfen konzentrierter 
Natronlauge bestimmt, welche in einem verfliissigten Starkekleiste: 
zergehen. Betreffs der Ausfiithrung verweisen wir auf das Original 

Die Parallelversuche zeigten, daB die Methode ziemlich genau ist. 
Die Kontrollproben zeigten einen Unterschied von héchstens einem 
teagensglas, was nach unserer Berechnung einem Fehler von 10°, 
entspricht. 

Wir bestimmten das Starkeverfliissigungsvermégen unserer Malze 
nach dieser Methode und bekamen folgende Resultate : 





10 cem 3° gigen Starkekleisters verfliissigt mit Malz von 


Roggen Weizen Hafer Hirse Gerste 
zeigen 
Vertliissigungskraft (1 ¢g 
Malz vertliissigt Starke) 125 ¢ 150 ¢ 125 ¢ 88 g 115¢ 
Empfindlichkeit: um 1g 
Starke zu_ verflissigen, 
ist eine Malzmenge notig 
I i ao Bicone he S mg 6,6 mg S mg 11,3 mg 8,7 mg 
Genauigkeit der Methode Der durchschnittliche Fehler betragt 10% 
Vorbereitungs- und Aus- 
fiihrungszeit der Methode 2 Std. 
Ausfihrungszeit der 
Methode allein . .. . 50 Min. 


Die Methode von Pollak ist einfach, leicht ausfiihrbar, aber nicht 
besonders empfindlich. Sie eignet sich zu technischen Untersuchungen. 


Die Methode von Pollak, erganzt durch die Vorschlage von 
T. Chrzaszcz und S. Pierozek. 

T. Chrzaszcz und S. Pierozek machten zwei Vorschlage: 1. Anstatt 
Arrowroot-Starke schlagen sie vor, Kartoffelstarke zu verwenden. 2. Anstatt 
die Untersuchung bei der Temperatur von 37,5° C auszuftihren, schlagen sie 
die Temperatur von 65°C vor. 

Zu 1. Den Vorschlag, anstatt Arrowroot-Starke Kartoffelstarke zu 
verwenden, halten wir fiir richtig, weil die Arrowroot-Starke keine be- 


sonderen Vorziige hat und weniger zuganglich ist. AuBerdem werden 
fast alle Untersuchungen der Amylase mit Kartoffelstarke ausgefihrt, 
und deshalb halten wir es fiir richtig, auch bei dieser Methode Kartoffel- 
stirke zu gebrauchen. 

Zu 2. Der Einflu8 der Temperatur von 65° C auf die Bestimmung 
des Stairkeverfliissigungsvermégens war folgender: 
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100 com 3° ,igen Stirkekleisters verfliissigt 
bei 65° C mit Malz von 


Roggen Weizen Hafer Hirse Gerste 
zeigen 
Vertlissigungskraft (1 g 
Malz verfliissigt Starke) 1200 ¢g 800 g 690 ¢ IS7.5¢ 150 g 
Empfindlichkeit: um 1g 
Starke zu vertlissigen, 
ist eine Malzmenge notig 
WON n.< 6) dn ee eee @ | Oe 1) Lee 1,7 mg 5,3 mg 6,7 mg 
Genauigkeit der Methode Der durchschnittliche Fehler betragt 10 ° 
Vorbereitungs- und Aus- 
fiihrungszeit der Methode 2 Std. 
\usfiihrungszeit der 
Methode allein .. .. 59 Min. 


Aus diesen Zahlen geht hervor, daB die Vorschlaige von Chrzaszez- 
Pierozek die Methode sehr empfindlich machen. Obwohl der Vorschlag 
die Methode nicht besonders andert, halten wir es fiir richtig, um den 
Unterschied in der Empfindlichkeit besser hervorzuheben und um die 
Verwechslung mit der eigentlichen Pollak-Methode, die wenig empfind- 
lich ist, zu vermeiden, die Methode in dieser Ausfiihrung mit den drei 
obigen Namen zu benennen. Sie eignet sich zu den Untersuchungen 
von sehr kleinen Amylasemengen. 


Die Methode von §8. A. Waksmann. 

S.A. Waksmann verwendet einen gefairbten Starkekleister, dessen 
Verflissigung er durch das Verschwinden der Triibung feststellen will. 
Uber die Ausfiihrung verweisen wir auf das Original. 

Die Starke wurde anfinglich genau nach den in der Methode an- 
gegebenen Vorschlagen gefirbt. Es zeigte sich aber, daB die angegebene 
Farbstoffmenge zu groB ist, denn sogar nach 24stiindigem Auswaschen 
war das Waschwasser noch stark gefirbt. Deswegen haben wir 
in der Folge die Starke schwacher gefarbt. 

Zu den Untersuchungen haben wir drei verschiedene Starkekleister 
genommen: Stark gefairbten, schwach gefirbten und ungefarbten. 
Alle zeigten verhaltnismaBig schwache Triibung. Nach dem Erwairmen 
des Starkekleisters in einem Glaswasserbad von 40°C wurden die 
teagensgliser mit verschiedenen, steigenden Mengen (0,1, 0,2 cem usw.) 
von Enzymausziigen versetzt, und beobachtet, in welchem Reagensglas 
die Triibung des Starkekleisters verschwindet. 

Die Vergleichsproben mit verschiedenen Mengen der Enzymlésung 
und zwar 0,2 bis 0,5 cem zeigten nach 30 Minuten keine deutliche Ver- 


anderung, desto weniger konnten wir einen Unterschied in der Triibung 





266 T. Chrzaszez u. J. Janicki: 


zwischen diesen Starkekleistern finden, obwohl in dieser Zeit der Stark: 
kleister schon wasserfliissig war. Wir machten eine ganze Reihe von 
Versuchen, um die Triibung besser festzustellen, indem wir die Reagens 
glaser in dem Wasserbad bei verschiedener Beleuchtung beobachteten 
weder bei Tageslicht noch bei elektrischem Licht, noch bei einseitige: 
Beleuchtung konnte ein besseres Resultat erhalten werden. Auch dic 
verschieden stark gefairbten und ungefarbten Starkekleister gaben 
keine besseren Ergebnisse. 

Auf Grund obiger Untersuchungen sehen wir, daB der Vorschlag 
von S.A. Waksmann zur Bestimmung des _ Stirkeverfliissigungs- 
vermégens der Malzamylase ganz unbrauchbar ist. 


Die Methoden der zweiten Gruppe. 
Die Methode von T. Chrzaszez und S8. Pierozek und die Methods 
von A. J. Hall. 

T. Chrzaszcz und S. Pierozek fithrten als erste die Viskositits 
methode fiir die Bestimmung des Starkeverfliissigungsvermégens de1 
Amylase ein. Sie arbeiteten ihre Methode auf Grund der Untersuchungen 
iiber die Viskositaét des Starkekleisters von J. Wol/f und A. Fernbach' 
aus und benannten sie als Methode von J. Wolff und <A. Fernbach. 
Uber die Ausfiihrung der Methoden siehe Originalabhandlungen. 

Nach der Methode von A. J. Hall verwendet man 3 °,igen Starke- 
kleister, auf welchen die enzymatische Lésung bei 21°C wahrend 
40) Minuten einwirkt. 

Beide Methoden haben denselben Fehler, daB sie einen Starkekleister 
von ungleicher und unkonstanter Viskositaét verwenden. Sie verloren 
ihre Bedeutung vollstandig, als es Jozsa-Gore gelang, einen Starke- 
kleister von gleicher und konstanter Viskositat herzustellen. 


Die Methode von 8. Jozsa und H.C. Gore. 

' 8. Jozsa und H. C. Gore gelang es, einen Starkekleister von innerhalb 
24 Stunden konstanter Viskositét herzustellen. Dieses erméglichte 
den Verfassern die Ausarbeitung einer Methode zur Bestimmung des 
Starkeverfliissigungsvermégens, welche auf der Abnahme der Vis- 
kositat des Starkekleisters durch Amylase begriindet wurde. Uber die 
Ausfiihrung der Methode siehe Originalarbeit bzw. Wochenschrift 
f. Brauerei 48, 56, 1931. 

Bei der Nachpriifung der Methode haben wir ein Viskosimeter, wie 
T. Chrzqaszcz und S. Pierozek*® angeben, benutzt, das aber eine 100-cem- 
Pipette enthielt. 

Zur Bestimmung der Viskositaét des teilweise durch Amylase ver- 
fliissigten Stairkekleisters muB eine Kurve mittels eines wechselnden Ge- 


1 C.r. 140, 1403, 1903. 
2 1c. 
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misches von Starkekleister und vollstandig verfliissigter Starke konstruiert 
werden. Als Ausgangsviskositat soll die Viskositat von 100 ccm Starke- 
kleister mit 15 ccm Wasser genommen werden. Unserer Ansicht nach ist 
es richtiger, anstatt 15 ccm Wasser 15cem durch Abkochen abgetétete 
Enzymlésung zu verwenden. 

Zur Untersuchung nimmt man 150g Starkekleister, setzt 15 cem 
Enzymlésung hinzu, welche 15 mg Malz entsprechen, vermischt mit dem 
Hochgeschwindigkeitsrihrwerk 1 Minute und halt 1 Stunde in einem 
Wasserbade von 21°C, worauf die Viskositat des Starkekleisters bestimmt 
wird. 

Die verfliissigende Kraft ist gleich dem Gewicht der verfliissigten 
Starke, dividiert durch die Menge des verwendeten Malzes. 


Auf Grund dieser Beschreibung haben wir nachgepriift, ob wir 
auf diese Weise immer einen gleichen Starkekleister erhalten, der auBer- 
dem innerhalb 24 Stunden konstante Viskositat zeigt. 





Die Viskositit des Stirkekleisters, bestimmt mit einem 


Stirkekleister Viskosimeter nach Ostwald, betrug 





gleich nach der Herstellung nach 4 Std. nach 24 Std. 
Nr. Sek. Sek. Sek. 
1 335 328 
2 356 328.5 
3 339 328 
4 334 
Durechschnitt : 336 335,3 328,2 


Man sieht hieraus, daB die Starkekleister eine gleiche und konstante 
Viskositat zeigen, die innerhalb 24 Stunden nur um 2,3°, abnimmt. 

Die Starkeverfliissigungskraft unserer Malze. nach dieser Methode 
bestimmt, war folgende: 





Auf 150 g Kartoffelstarkekleister wurde 
bei 21° C eingewirkt mit 15 ecm Malz- 


auszug 0,02 g Malz von 
Roggen Weizen 
zeigen 
Verfliissigungskraft (1g Malz verfliissigt 
es oe ge Mek gg Ee oS Sy 492.4 ¢ 447.9 ¢ 
Empfindlichkeit: um 1g Starke zu ver- 
fliissigen, ist eine Malzmenge ndtig 
We oa a ee a ee a ee 6 2.5 mg 2,2 mg 
Genauigkeit der Methode 
4 SS ee ee ee 128 Sek. 125 Sek. 
Nes aids Bodh -ge a nk ae ce ts 129 , 126.2 
Durchsehnitt: 128.5 Sek. 125.6 Sek. 
Fehler: 0,39 % 0,48 % 


Vorbereitungs- und Ausfiihrungszeit der 
Pe ee ES Sg ee te 2 Std. 


Ausfiihrungszeit der Methode. . . . . 90 Min. 
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Die Methode von Jozsa-Gore ist also sehr genau und empfindlich 
jedoch braucht sie eine spezielle Apparatur. Sie eignet sich fiir genau 
Untersuchungen. 


Die Methode von Jozsa-Gore, erginzt durch die Vorschlage von 
L. Fletcher und J. B. Westwood. 


L. Fletcher und J.B. Westwood schlagen vor, die Zeit der Ein- 
wirkung der Amylase von | auf !/, Stunde abzukiirzen. Weiter geben 
sie die Bedingungen an, unter welchen die Methode von Jozsa-Gor 
genaue Resultate gibt, und zwar: 

l. Die Zeit der Mischung von Enzym +- Starkekleister mu imines 
ganz scharf dieselbe sein. 

2. Das Kleister-malzauszug-gemisch muBb so rechtzeitig in das Viskosi 
meter gebracht werden, daB mit dem AusflieBenlassen genau zu dem be 
stimmten Zeitpunkt der Reaktionsdauer begonnen werden kann. 

3. Die Enzymmenge soll so getroffen sein, daB die Abnahme de 
Viskositét 20 bis 45°, der Anfangsviskositat betragt, was 5 bis 15°, de1 
verfliissigten Starke entspricht. Wenn die Abnahme der Viskositét des 
Stirkekleisters gréBer ist, also mehr als 15°,, Starke verfliissigt wurde, 
dann steht die Menge der verfliissigten Starke in keinem proportionalen 
Verhaltnis zu der angewandten Enzymmenge. 

4. Alle Mittel, welche die Reaktion unterbrechen (Zugabe von Lauge 
bzw. Saéure oder Abkochen) andern die Viskositét und hiermit die Genauig 
keit der Methode. 

Auf Grund dieser Vorschlige haben wir folgende Untersuchungen 
durchgefiihrt : 





Auf 150 ecm Stiarkekleister wurde bei 21° ¢ 
eingewirkt mit Malz von 


Weizen Hirse 


Roggen 
Die Viskositat des Kleisters betrug: 
Seer ree 163 Sek. 157 Sek. 158,2 Sek. 
So aed ae ee 165, 155 , 157 
Durchschnitt : 164 Sek. 156 Sek. 157.6 Sek. 
Fehler: 0,6°,, 0,64 % 0,37 ° 
Durchsechnittlicher Fehler: 0,53 % 


Wir bestimmten das Stéarkeverfliissigungsvermégen unserer Malze 
nach dieser Methode und erhielten die Resultate der folgenden Tabelle 

Aus folgender Tabelle geht hervor, daB die Abkiirzung der Reaktions- 
dauer um !/, Stunde die Empfindlichkeit der Methode herabsetzt, ohne 
jedoch die anderen Vorteile zu beeintrachtigen. Auch alle weiteren 
Vorschlage von Fletcher- Westwood sind zweckmaBig. In Ubereinstimmung 
mit den Verfassern finden wir auch, daB die Herstellung eines Starke- 
kleisters mit 4,21% Trockensubstanz, welcher die gewiinschten 
Viskositatszahlen besitzt. sehr schwer auszufiihren und nicht notwendig 
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ist. da auch andere Starkeverdiinnungskurven ahnlich wie die von 
Jozsa-Gore verlaufen. 





Auf 150 cem Stirkekleister wurde bei 21° ¢ 
eingewirkt mit Malz von 


Roggen Weizen Hafer Hirse Gerste 
zeigen 

Verfliissigungskraft (1 ¢ 

Malz vertiissigt Starke) 264 g 301g 462 ¢ 294 ¢ 103 ¢ 
Emptindlichkeit: um 1 g 

Starke zu_ vertliissigen, 

ist eine Malzmenge notig 

OO oe. ish tara ae 3.8 mg 3,3 me 2.2 mg 3,4 mg 9,7 mg 
(renauigkeit der Methode Der durchschnittliche Fehler betragt 0,53 % 
Vorbereitungs- und Aus- 

fihrungszeit der Methode 90 Min. 
Ausfiihrungszeit der 

Methode allein aa ae 60 Min. 


Nach unseren Erfahrungen ist es nicht nur wichtig, daB die Zeit- 
dauer der Mischung immer scharf dieselbe ist, sondern auch, daB das 
Rithrwerk immer gleiche Umdrehungszahlen besitzt. 

Die Methode von U. Olsson. 

U’. Olsson untersuchte das Starkeverfliissigungsvermégen der Amy- 
lase, indem er die Abnahme der Viskositat eines Starkekleisters durch 
die Aufsteigezeit von Glaskiigelchen miBt. Uber die Einzelheiten 
der Ausfiihrung verweisen wir auf die Originalarbeit bzw. C. Oppen- 
heimer: Die Fermente, Methodik, 8. 879 (1929). 

Zunichst stellten wir fest, wie sich die Aufsteigezeiten des Glaskiigel- 
chens in parallelen Stirkekleistern in denselben Reagensglésern verhalten. 
Anstatt des Puffergemisches und der Enzymlésung wurden zu 50 cem 
Starkekleister 12 cem Wasser hinzugesetzt und nach guterm Durchmischen 
in einem Becherglas die Aufsteigezeit in dem Reagensglas bei 37° C bestimmt. 
Wir verwendeten immer dieselbe Glaskugel. Die Resultate waren folgende : 





Aufsteigezeit der Glaskugel in 50cem Stirkekleister + 12 ccm Wasser 
Bestimmung bei 37° C in Sek. bei Starkekleister 
- Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr.4 
1 225 141 150 196 
2 219 154 153 151 
3 237 153 143 153 
4 246 159 141 169 
5 234 149 146 171 
6 236 159 145 151 
7 236 152 143 147 
8 236 148 139 184 
9 237 149 139 176 
10 235 154 141 176 


Durchschnitt: 234.1 152.1 144 167,4 
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Die Aufsteigezeit des Glaskiigelchens in vier identisch vorbereiteten 
Starkekleistern betrug durchschnittlich 174,4 Sekunden. Die gréBte Auf- 
steigezeit war 234,1 Sekunden, die kleinste dagegen 144,0 Sekunden. Der 
Unterschied zwischen der durchschnittlichen Viskositét und dem oberen 
Grenzwert betrigt also 34,2°,. Dieser Fehler wird noch dadurch ver- 
groBert, daB die Viskositat des Starkekleisters mit der Zeit abnimmt, was 
aus folgenden Zahlen hervorgeht: 





50ecm Stirkekleister (nach Ul’. Olsson hergestellt) + 12 cem 
Wasser zeigten bei 37° C eine Aufsteigezeit in Sek 
bei Stirkekleister 


Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 
Sofort nach der Herstellung 167,4 152.1 234.1 
ee ee ee 156.4 151,2 — 
Bee Gyn hae 150.5 124.0 
A as cae ae - 186,7 
Roa On Skies ee 146.3 126.4 — 
Fehler : 14,9 ° 20,3 % 254% 


Wir sehen hieraus, daB die auf ganz gleiche Weise nach der Vor- 
schrift von L’. Olsson vorbereiteten Starkekleister keine gleiche Viskositat 
zeigen, die auBerdem innerhalb der Versuchszeit nicht konstant ist. 
Aus diesen Griinden kann man auf solche Weise vorbereiteten und 
gemessenen Starkekleister fiir Vergleichsbestimmungen nicht verwenden. 

Es entstand nun weiter die Frage, ob man bessere Resultate erzielt, 
wenn man anstatt dieses Stairkekleisters einen Starkekleister von 
konstanter Viskositét verwendet. Da es Jozsa-Gore gelungen war, 
einen solchen Starkekleister zu erhalten, so haben wir denselben bei 
der Methode von U. Olsson angewendet. 


Die Aufsteigezeiten waren folgende: 





50 cem Stiirkekleister (nach Jozsa-Gore hergestellt) + 12 cem 

Vasser bei 37° C 
Bestimmung Nr. 
Abweichung von der durch- 


steigeze Sek. ped 4 - 
Aufsteigezeit in Sek schnittlichen Aufsteigezeit in 


1 119 83 
2 106 18.3 
3 124 2.9 
4 138 59 
5 118 9.0 
6 162 24.9 
7 118 9.0 
8 165 27.2 
9 119 8.3 
Durchsehnitt: 129.7 


Die Messung der Viskositaét mittels der Aufsteigezeit von Glaskugeln 
gibt also ungenaue Resultate. 


Trotz der Ungenauigkeiten der Methode haben wir dennoch das 
Verfliissigungsvermégen der Amylase hiernach zu bestimmen versucht 
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und benutzten dazu zwei verschieden hergestellte Stairkekleister. 
Der erste wurde eine ganze, der zweite eine halbe Stunde unter Riick- 
fluBkiihlung gekocht. Auf je 50 ccm Stirkekleister + 10 ccm Acetat- 
puffer wurde mit 2cem 0,02°% igem Roggenmalzauszug eingewirkt. 
Die Resultate waren folgende: 





50 cem Stirkekleister + 10cem Acetatpuffer + 2cem Enzym-Lisung bei 37° ¢ 


Stirkekleister, 1 Std. Starkekleister, 1/. Std. gekocht 
Bestimmung gekucht Bestimmung - 
ausgefiibrt Aufsteigezeit in Sek ausgefiihrt Aufsteigezeit in Sek 
nach Min nach Min. 
Nr. 1 Nr. 2 Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 
l 174 174 1 219 219 —_ 
3 130 135 3 219 219 236 
6 88 114 5 236 
12 61 95 7 215 
18 52 72 11 123 163 166 
21 48 51 13 115 
33 39 37 15 — 150 127 
36 36 34 18 85 131 
40 31 31 19 110 
45 30 29 23 70 107 105 
50 28 28 25 — 97 
60 26 24 33 49 73 58 





Obige Zahlen beweisen, daB die Methode von U. Olsson ungenaue 
Resultate gibt. Nach den Versuchen von U. Olsson ist die Bestimmung 
des ,,A‘* der Verfliissigungskraft der Amylase mit einem Fehler von 
30,2°, behaftet!. Ziehen wir aber die Grenzzahlen bei den Bestim- 
mungen von U. Olsson in Betracht, so finden wir einen noch gréBeren 
Fehler. 

Aus unseren Untersuchungen geht hervor, daB die Methode von 
l’. Olsson ungenau und selbst dann nicht brauchbar ist, wenn man 
anstatt des nach dieser Methode hergestellten Starkekleisters einen 
solchen von konstanter Viskositat verwendet. Aus diesen Griinden 
eignet sich diese Methode nicht zu der Bestimmung des Starke- 
verfliissigungsvermégens der Amylase. 


Die Methode von W.C. Davison. 


W.C. Davison fiihrt in die Untersuchungsmethoden — lésliche 
Starke ein und bestimmt die Abnahme der Viskositat unter dem Einflub 
der Amylase. Da die lésliche Starke bereits durch chemische Mittel 
verfliissigt ist, kann sie prinzipiell nicht mehr zur Bestimmung des 
enzymatischen Starkeverfliissigungsvermégens dienen, und die Abnahme 
der Viskositaét der Starkelésung kann nur das Resultat eines weiteren 
Abbaues durch Amylase iiber Dextrine bis zum Zucker sein. Da aber 


' U’, Olsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 29, 1923. 
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die einzelnen Amylasefunktionen bisher nicht aufgegklart sind und wir 


nichts davon wissen, in welchem Verhaltnis das Verfliissigungsvermégen 
zu deren Dextrinierungs- und Verzuckerungsvermégen steht, hielten 
wir es fiir angebracht, ohne hier auf die tieferen Zusammenhange des 
Problems eingehen zu wollen, auch diese Methode nachzupriifen. Die 
dabei erhaltenen Zahlen kénnen auBer einem Einblick in die Methode 
selbst auch ein interessantes Vergleichsmaterial mit den Resultaten der 
anderen Methoden geben. 

Als Vorbild dienten W. C. Davison die Untersuchungen von Northrop 
und Hussey! iiber die quantitative Trypsinbestimmung durch Viskosi- 
titsabnahme 3° ,iger Gelatine. Northrop und Hussey stellten fest, 
daB die Zeit, welche nétig ist, um eine 20°,ige Abnahme der Anfangs- 
viskositat der Gelatine zu erhalten, umgekehrt proportional zu der 
tatigen Enzymmenge ist. Davison nahm an, daB sich die Amylase zur 
Starke analog verhalt, und arbeitete auf diesem Prinzip eine Methode 
aus. Beziiglich der Ausfiihrung der Methode verweisen wir auf das 
Original. 

Wir stellten eine Starkelésung nach W. C. Davison her und verwandten 
dazu 6,5 g lésliche Starke auf 100cem Wasser. Das py der Lésung war 

3,3. Nach Zugabe von 4ccm n/10 Acetatpuffer zeigte die Lésung 
Pu 5,03. 

Es wurde festgestellt, daB die stark saure Starkelésung vor dem Kochen 
im Autoklaven gepuffert sein mu, weil sonst eine starke Abnahme der 
Viskositaét resultiert, wie aus den folgenden Zahlen hervorgeht: 





Starkelésung 20 Min. im Autoklaven bei 120°C gekocht 


gepuffert nach dem Kochen gepuffert vor dem Kochen 


Ausflufizeit von 10 cem in Sek. Ausflufizeit von 10 cem in Sek. 
75,4 123.4 
75,2 123,6 
75,2 123,8 


Die auf solche Weise vorbereitete Starkelésung zeigte folgende 
Viskositatszahlen : 





Abweichung vom 


Stirkelésung Erster Ausfiuf reat : Zweiter Ausfiunf Dritter Ausfiu( 
Nr. 4 7 Sek. P ==... ae "Sek. . . in Sek. 4 

1 125.6 1,80 125.8 125.8 

2 124.6 0,99 124.8 124.6 

3 125.0 1,29 125,0 124.8 

4 120,0 2,75 120.0 120,0 

5 123,0 0,32 122.0 122.0 

6 122.3 0,90 122.2 122.0 

Durehschnitt: 123,4 1,34 123.3 123,2 


1 J. Gen. Physiol. 5, 353, 1922/23. 
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Obige Resultate beweisen uns, daB solche Starkelésungen eine 
gleiche Viskositat zeigen. Der durchschnittliche Fehler betragt 1,34 %,. 

Weiter handelte es sich darum, festzustellen, ob man bei Ein- 
wirkung der Enzymlésung in Parallelproben gleiche Resultate be- 
kommt. Auf drei identisch hergestellte Stairkelésungen wirkten wir 
mit derselben Menge 1° ,iger Enzymlésung ein und _ erhielten fol- 
gende Resultate: 





Bei Einwirkung 1° gigen Weizenmalzauszuges erhielt 
man in 1g Malz enthaltene Amylaseeinheiten 


Stirkelisung: Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 

Erste Bestimmung .... . 906 SUH 896.0 
Zweite Bestimmung ... . 886 919,2 907.6 
Durehschnitt: 896 997.6 901.8 

Fehler: 141% 140% 0,64 °,, 


Diese Untersuchungen zeigen also, da der durchschnittliche 
Fehler der Bestimmung unter genannten Bedingungen’ 1,05 °%, 
betragt. 

Weiter muBte festgestellt werden, ob es gleichgiiltig ist, welche 
Enzymmenge zur Bestimmung genommen wird, d.h. ob man un- 
abhangig von der angewendeten Enzymmenge die gleichen Amylase- 
einheitszahlen bekommt. Unsere Versuche gaben folgende Resultate: 





cad ad Amvlaseeinheiten Abweichung 
Menge des 2 , vom 
Malzauszuges \ ne P Rao coe me nnd durchsehnitt- 
in cem rf — Amylaseeinneiten in l cem in lg lichen Werte 
erroigne Malzauszug Malz in 
in Min. 
0,2 34,5) 60:34,50 1,74 1,74.5,0 8,70 
8.70 .109 870 3.00 
0,3 21,76 (60: 21,76 = 2,75 | 2,75.33 9,07 
9,07 . 100 997 1,22 
0,4 16,66 60: 16,66 = 3,60 3,69.2,5 — 9,00 
9.09. 100 G00 0.44 
0.6 11,00 60:11,00—545 5,45.1,7 9,07 
9,07 . 109 907 1,22 
Durchschnitt: 896 1,47 


Der Fehler ist also nur dann unbedeutend, wenn die Enzymmenge 
so groB genommen wird, daB die 20°,ige Abnahme der Viskositat der 
Starkelésung innerhalb !/, Stunde stattfindet. 

Um die Richtigkeit unserer Beobachtung zu beweisen, nahmen 
wir noch kleinere Amylasemengen, und zwar 0.15 cem und 0,05 ccm, 
und erhielten folgende Resultate: 
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20 °/sige Abnahme 
der Viskositat erfolgte 


Abweichung 


enge BE 
Menge des vom durchschnittliche: 


Malzauszuges in ccm | 


Amylaseeinheiten 
in 1 g Weizenmalz 


in Min. Werte in ° 
0,15 61 654 27,0 
0,05 210 570 36,4 


Somit ist endgiltig bewiesen, daB man kleine Fehler nur dann 
bekommt, wenn die Reaktionsdauer etwa 1'/, Stunde nicht  tber- 
schreitet. Diese Zahlen sind gleichzeitig ein Kriterium fiir die Emp- 
findlichkeit der Methode. 

Weiter handelte es sich darum, festzustellen, ob man bei Ver- 
wendung einer anderen Starkeprobe dieselben Resultate bekommt 
Wir verwendeten eine lésliche Starke, welche eine 2,5mal gréBere 
Viskositaét als Wasser erst bei einer Konzentration von 13,5 °% zeigte. 
Das py der Lésung vor der Pufferung war = 2,87, welches wir auf 

5,08 einstellten. Die so vorbereitete Starkelésung schied reichlich 
kleine Fléckchen aus, welche durch Filtrieren nicht ganz entfernt 
werden konnten, weil sie sich im Laufe der Untersuchung immer neu 
bildeten. 

Bei Einwirkung von 0,2cem 1°%igen Weizenmalzauszuges bekamen 
wir eine Abnahme von 8,1°,, der Anfangsviskositaét erst nach 3 Stunden. 
Eine 5°,ige Abnahme der Viskositaét erforderte 54 Minuten. Die Amylase- 
einheitswerte des Weizenmalzes, auf Grund dieser Zahlen berechnet, be- 
trugen: 0,2cem 1° igen Weizenmalzauszuges enthielten 0,155 Amylase- 
einheiten, 100cem 1°,igen Weizenmalzauszuges (1g Malz) enthielten 
77,5 Amylaseeinheiten. 

Wir sehen hieraus, daB es nicht gleichgiiltig ist, was fiir Starke 
zu der Untersuchung verwendet wird, da die zuletzt angefiihrte Starke 
eine ungeheure Verminderung der vorher festgestellten Amylase- 
einheiten um 1150 % bewirkt. L. C. Chesley! bekam ahnliche Resultate. 
Nach seinen Untersuchungen erhalt man fiir dieselbe Enzymmenge 
bei Anwendung verschiedener Starkeproben Amylaseeinheitswerte, 
welche einen Unterschied von 100 bis 2400 °% aufweisen. 


Diese groBen Unterschiede bei der Benutzung verschiedener Starke- 
proben vermindern den Wert dieser Methode fiir Vergleichsbestimmungen 
und weisen gleichzeitig darauf hin, daB man bei den Versuchen eine 
entsprechende Stirkeart nehmen soll, die nach Davison 2- bis 6 %ig, 
und nach uns 4- bis 7 %ig sein soll, um 2,5mal gréBere Viskositat als 
Wasser aufzuweisen. 

Die nach dieser Methode bestimmten Amylaseeinheitswerte unserer 
Malze waren folgende: 


1 J. of biol. Chem. 92, 171, 1931. 
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Auf 10 cem Stirkelésung wurde eingewirkt mit 0.4 cem 
1 °'oigen Malzauszuges von 


Roggen Weizen Hafer Hirse Gerste 
zeigte 

Vertliissigungskraft (1g 

Malz enthalt Amylase- 

emheien) ...... 672.5 896.0 956.0 347.5 173.5 
Empfindlichkeit (die noch 

bestimmbare Menge des 

Malzes ohne _ Beein- 

trachtigung der Ge- 

nauigkeit) ...... || 2,5mg 
Genauigkeit der Methode Der durchschnittliche Fehler betragt 1,05 °, 
Vorbereitungs- und Aus- 

fiihrungszeit d. Methode 2 bis 3 Std. 
Ausfiihrungszeit der 

Methode allein . .. . 1 bis 2 Std. 


Die Methode von Davison zeigt also ein Verhaltnis der enzymatischen 
Krafte unserer Malze, das von denjenigen des nach den anderen Methoden 
bestimmten wesentlich abweicht. 

Unsere Untersuchungen zeigen, daB die Methode von Davison 
bei Anwendung einer entsp.echenden Stairkeart genau, empfindlich 
und leicht ausfiihrbar ist. Die schwache Seite dieser Methode ist aber 
der Umstand, daB wir auf Grund unserer bisherigen Kenntnisse tiber 
die Amylase nicht wissen, was die Methode eigentlich bestimmt. Nach 
dieser Methode priift man die Abnahme der Viskositaét von léslicher 
Starke unter dem EinfluB der Amylase. Diese Abnahme ist héchst- 
wahrscheinlich das Resultat von Dextrin- und Zuckerbildung. Da 
wir aber nur die 20% ige Abnahme der Viskositaét bestimmen (also den 
Anfang dieser Phase), so miissen wir annehmen, da8 es sich haupt- 
sichlich um Dextrinbildung handelt. Wenn die Amylase ein einheit- 
liches Enzym ist, welches die Starke verfliissigt, dextriniert und ver- 
zuckert, und wenn alle diese Prozesse in einem gegenseitig konstanten 
Verhaltnis verlaufen, so kénnte man aus obigen Beobachtungen auf 
die Menge der aktiven Amylase schlieBen, also auch auf ihr Ver- 
fliissigungsvermégen. _Beriicksichtigt man aber, daB die Stiarke- 
verfliissigungswerte unsere Malzarten, auf Grund dieser Methode be- 
stimmt, anders gruppieren als nach den anderen Methoden, so wird 
die Frage, was wir eigentlich mit dieser Methode bestimmen, noch 
unterstrichen. 

Ein weiterer Nachteil dieser Methode liegt in der Abhangigkeit 
der Werte von den Eigenschaften der benutzten Starke, die ganz ver- 
schieden sein kénnen. Zwar zeigen die Starkelésungen, aus demselben 


18 * 
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Starkepraparat hergestellt, dieselbe Viskositaét und gleiches Verhalten 
gegen Amylase derselben Herkunft, aber das Erhalten von léslicher 
Starke, die gleiche oder ahnliche Eigenschaften zeigen, ist sehr schwer. 
Bei sehr sorgsamer Vorbereitung kann man aus demselben Rohmaterial 
lésliche Stirken ohne solche Nachteile herstellen, aber es ist fast un- 
moglich, lésliche Stirken von ganz gleichen Eigenschaften zu bekommen. 

Es mu8 noch betont werden, daB das Verfliissigungsvermégen, 
nach dieser Methode bestimmt, in sogenannten Amylaseeinheiten 
ausgedriickt wird. Wollen wir nun wissen, wie groB die Werte des Ver- 
fliissigungsvermégens eigentlich sind, so muB man die erhaltenen 
Amylaseeinheiten mit Werten vergleichen, welche die Verfliissigungs- 
kraft in Gramm Starke angeben. Aus allen diesen Griinden kann man 
die Methode von Davison nur fiir ganz besondere Zwecke verwenden. 


Die Methode von Davison, ergainzt durch die Vorschlige von 
W.R. Thompson, C.E. Johnson und R. Hussey}. 

Die Verfasser machen eine Reihe von Vorschlagen fiir die Ausfithrung 
der Methode und Berechnung der Resultate, welche von groBer Bedeutung 
fiir die Methode von W.C. Davison sein sollen: 

1. Sie schlagen vor, immer gleiche Starkemengen, und zwar 
lésliche Stirke nach Baker zu nehmen, welche mit 65 cem Wasser zum 
Kochen gebracht und weiter 20 Minuten in einem Autoklaven bei 120° ( 
gekocht werden. Nach dem Abkiihlen auf 50 bis 70° wird die Lésung 
durch Musselin filtriert und mit Phosphatpuffer auf py = 6,7 eingestellt. 

2. Der enzymatische Auszug soll mit der Starkelésung nicht in dem 
Viskosimeter, sondern in einem Becherglas gemischt und dann erst in 
das Viskosimeter gebracht werden. Als Reaktionsdauer soll man die Zeit 
annehmen, welche vom Moment der Zugabe der Enzymlésung bis zum 
Anfang der Viskositatsbestimmung verlaufen ist 1/, Zeitdauer der Zugabe 
der Enzymlésung + '/, Viskositatszeit. 

3. Das Verhaltnis des Volumens der Enzymlésung zu der Starkelésung 
soll konstant sein, und zwar ein Fiinftel des Volumens des Substrates 
betragen. 

4. Endlich geben die Autoren sehr komplizierte Gleichungen, die die 
Bedingungen enthalten, unter welchen man die einzelnen Beobachtungen 
in Betracht ziehen soll. Um die Methode genauer zu gestalten, fiihren sie 
eine GréBe ,,J‘* ein, welche von allen Bestimmungen der einzelnen Versuche 
mit verschiedenen Verdiinnungen abhingt. Die gréBte Verdiinnung wird 
als Einheit angenommen. Auf Grund dieser korrigieren sie die nach dem 
Versuch bestimmten Werte. 


r 


4 


1 W. R. Thompson, C. E. Johnson u. R. Hussey machen hinsichtlich 
der Methode von Davison das Prioritatsrecht geltend mit der Begriindung, 
daB sie eine ganz ahnliche Methode schon seit 1923 in ihrem Laboratorium 
in Gebrauch hatten. Da aber W.C. Davison seine Methode schon im Jahre 
1925 ver6ffentlicht hat, die oben erwahnten Verfasser dagegen erst im 
Jahre 1931, so muB man die Prioritaét Davison zuschreiben und die Vor- 
schlage von W. R. Thompson, C. R. Johnson und R. Hussey nur als Er- 
ganzung betrachten. 
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Zul. Der Vorschlag, immer gleiche Mengen léslicher Starke zu 
verwenden, muB als ungiinstig betrachtet werden. Dieser Vorschlag ware 
zweckmaBig, wenn alle léslichen Starken gleiche Viskositat und dasselbe 
Verhalten gegen Amylase zeigen wiirden. Das ist aber nicht der Fall, 
wie schon bei der Methode von W.C. Davison erwahnt wurde. L. C. 
Chesley! muBte, um gleiche Viskositaét von léslicher Baker-Starke zu 
erhalten, in einem Falle 6,5°,ige und in einem anderen Falle 9°,ige 
Stirkelésung nehmen. Auch W. R. Thompson, C. E. Johnson und 
R. Hussey geben zu, daB man andere Werte erhalt, sobald man eine 
andere Starke zum Versuch verwendet. Deswegen muB man den 
Vorschlag von Davison, 2- bis 6 °,ige, unserer Ansicht nach 4- bis 7 °,ige, 
Stairkelésungen herzustellen, um eine Lésung von 2,5mal so groBer 
Viskositat als Wasser zu erhalten, nicht nur fiir besser, sondern sogar 
fiir allein richtig ansehen. 

Das Filtrieren der Starkelésung bei 50 bis 70°C muB man als 
ungiinstig betrachten, da alle Flocken sich erst beim Abkiihlen aus- 
scheiden. Aus diesen Griinden ist der Vorschlag von W.C. Davison, 
die Stairkelésung erst nach Abkiihlen zu filtrieren, richtiger. 

Zu2. Das Zusetzen und Mischen der Enzymlésung in einem 
Becherglas und nicht in dem Viskosimeter ist richtig. Zwar kann man 
diese Mischung auch ganz gut in dem Viskosimeter ausfiihren, wie 
das aus unserer Nachpriifung der Methode von Davison hervorgeht, 
jedoch ist dazu groBe Erfahrung und Geschicklichkeit nétig. Auch die 
Berechnung der Reaktionsdauer, welche die Verfasser angeben, muB 
als richtig angenommen werden. (Diese Art der Berechnung der 
Reaktionsdauer haben wir auch bei der Methode von W. C. Davison 
angewendet.) 

Die Nachpriifung der durch die Vorschlage von W. R. Thompson, 
C. E. Johnson und R. Hussey erginzten Methode gab folgende Resultate : 





Bei Einwirkung von 4 cem Enzymlisung auf 20 cem Stirke- 
lisung brauchte man, um eine 20 °/,ige Abnahme der 
Anfangsviskosit&ét zu erhalten, 


Starkeliésung: Nr. 1 Nr. 2 
Erste Bestimmung .. . 0,700 Std. 0,683 Std. 
Zweite Bestimmung Bd 0,692 , 0,675 
Durchschnitt: 0,696 Std. 0,679 Std. 
Fehler: 0,57% 0,73 % 


Der durchschnittliche Fehler bei zwei Bestimmungen und zwei 
Starkelésungen betrug demnach 1,16°; und ist also fast derselbe wie 
£ £ 0 
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bei der Methode von Davison. Man muB deshalb die Vorschlage unter 2 
als zweckmaBig ansehen. 

Zu 3. Der Vorschlag, das Verhaltnis des Enzymvolumens und 
der Starkelésung konstant zu halten (es soll 1:5 betragen) ist schon 
wegen px ganz zutreffend. Bei der Methode von W. C. Davison 
kann man dasselbe erhalten, indem man das Volumen der zugesetzten 
Enzymlésung auf 1 ccm erginzt. 

Schon bei der Methode von W.C. Davison haben wir darauf hin- 
gewiesen, daB kein richtiges und proportionales Verhaltnis zwischen 
Enzymmenge und Zeit besteht, wenn die aktive Enzymmenge zu klein 
ist, also die Abnahme der Anfangsviskositat um 20°, mehr als '/, Stunde 
braucht. Dasselbe gilt auch fiir die Ausfiihrung der Methode nach den 
Vorschligen von Thompson-Johnson-Hussey. Diese Autoren konnten 
bei ihren Versuchen auch keine Abhangigkeit zwischen Enzymmenge 
(Konzentration) und Zeit feststellen, wie aus den Berechnungen ihrer 
Resultate hervorgeht. 





Zeitdauer zur Erhaltung einer 20 ° ,igen Tateaniitodl 
erschies 
Abnahme der Anfangsviskositat 


Konzentration zwischen ge 


Enzymlisung 


der fundenen und 

Enzymlésung nn ag Atl von uns berechnet. berechneten 
Nr. Hussey, in Std. A = 1, in Std Werten in 
A IA 0,390 0,390 0,0 
B ("/, A) 0,904 0,780 15,9 
C (7/, B) 1,706 1,560 93 


Unsere Versuche gaben folgende Resultate: 





Zeitdauer zur Erhaltung einer 20 ° sigen Unterschied 
Enzymliésung Konzentration Abnahme der Anfangsviskositit zwischen ge 
: der _ fundenen und 
Enzymlisung . berechnet, berechneter 
" Nr. in Std. a 1, in Std. Werten in 
a 1,0 0,278 0.248 0.0 
b 0,8 0,352 0,347 1.44 
e 0,4 0,708 0,695 1.87 
d 0,16 1,940 1,735 11,80 


Diese Resultate bestatigen unsere wiederholt gemachten Beob- 
achtungen, da man eine richtige Proportionalitat zwischen Zeit und 
Enzymmenge nur dann erhalt, wenn die Enzymmenge so ausgewahit 
wird, daB die 20°%,ige Abnahme der Anfangsviskositét der Stirke- 
lésung nicht mehr als etwa '/, Stunde in Anspruch nimmt. 


Zu4. Alle Gleichungen und Rechnungen, welche die Autoren 
einfiihren, halten wir mindestens fiir unnétig, denn dadurch bekommen 
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wir keine Verbesserung der Methode; gleichzeitig wird die ganz genaue 
und einfache Methode von Davison dadurch unnétigerweise kompliziert. 
Die Wiederholung der langen Berechnungen halten wir hier fiir iiber- 
fliissig und verweisen auf das Original. 


Die Methoden der dritten Gruppe. 
Die Methode von E. Miiller. 

Die Methode von EF. Miiller beruht auf den Beobachtungen von 
Beijerinck, der Gelatine-Starkeplatten zum Feststellen der Einwirkung 
von Bakterien verwendet hat. Naheres iiber die Ausfiihrung der Methode 
siehe Originalabhandlung. 

Die Nachpriifung der Methode fiihrte zu folgenden Beobachtungen : 

1. Die Herstellung des Starkekleisters ist umsténdlich und zeit- 
raubend, und trotzdem erhalt man keine geeigneten Platten. Einige 
waren zu stark ausgetrocknet, andere waren geplatzt, wieder andere 
waren zu weich, und man bekam nur zufillig eine gute Platte. 

2. Die Wirkung der Amylase zeigte sich ganz verschieden und war 
von der Art der Platte abhangig. Bei unseren Versuchen konnten wir 
nur bei 1%igem Weizenmalzauszug gute Einwirkung nach | Stunde 
feststellen, bei einem 0,1 °,igen Auszug war das Bild der EKinwirkung 
der Amylase kein deutliches und kam nicht immer zum Vorschein. 
Obige Feststellungen konnte man iiberhaupt nur dann machen, wenn 
die Starkekleisterplatten nach Einwirkung des Enzyms mit Jodlésung 
iibergossen wurden. 

3. Eine quantitative Bestimmung auf Grund der GréBe und Tiefe 
der Mulden war nicht médglich. 

Aus obigen Untersuchungen geht hervor, daB die Methode von 
E. Miiller ungenau, zeitraubend und unbequem ist und aus diesen 
Griinden in dieser Form zur Bestimmung des Starkeverfliissigungs- 
vermégens der Amylase nicht gebraucht werden kann, was mit den 
Ansichten von H. Euler! und C. Oppenheimer’ iibereinstimmt. 

Wir kamen jedoch zu der Uberzeugung, daB die Methode von 
E. Miiller eine besondere Bedeutung fiir gewisse Zwecke haben kénnte, 
wenn man die Starkekleisterplatten schnell und einfach herstellen 
kénnte, und dieselben gegen Amylase empfindlich waren. 

Auf Grund dieser Ansichten gelang es uns nach einer Reihe von 
Proben, diese Frage auf folgende Weise zu lésen: 

25¢ Kartoffelstarke werden mit 10ccm Acetatpuffer versetzt (den 
Acetatpuffer erhalt man durch Mischung von 6,4 ccm m/2 Essigséiure und 


‘he. 
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10ccem m/2 Natriumacetat) und mit destilliertem Wasser bis 100 cen 
erginzt. Das resultierende py ist etwa 5. Das Ganze wird, um ein 
schwache Verkleisterung zu erhalten, in einem Becherglas auf 60° aut 
gewirmt und auf drei bis vier Petri-Schalen verteilt. Man darf nicht z 
stark verkleistern, da ein solcher Kleister sich nicht gut aus dem Beche: 
glas ausgieBen 1laBt und keine gute Platte gibt. Die Petri-Schalen werder 
dann in einen Trockenschrank 10 bis 15 Minuten bei 110 bis 115° gestellt 
Hier verkleistert die Starke, und die Platte zeigt eine glatte, gleiche Flach: 
Sobald das Wasser verdunstet ist und die Platte entsprechende Konsistenz 
hat, ist sie nach dem Abkiihlen fertig zum Gebrauch. 

Hat die Platte keine ganz glatte Flaiche, oder ist sie zu stark aus 
getrocknet, dann mu man sie umdrehen. 


Die so erhaltene Platte teilt man in mehrere Felder ein. (In unserem 
Falle haben wir sie in sechs Felder eingeteilt.) Auf jedes Feld gaben 
wir mit einer Pipette drei kleine, gleiche Tropfen von verschieden ver- 
diinnter Enzymlésung. Wir benutzten 1-, 0,1-,0,01-, 0,001-, 0,0001 ° igen 
Malzauszug. Auf ein Feld gaben wir Wasser als Kontrollprobe. Die 
Enzymlésung lieBen wir 1 Stunde bei Zimmertemperatur (18° C) ein- 
wirken. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Platten schrig gehalten 
und mit Jodlésung (0,25 g J in 1 Liter Wasser) iibergossen (die Jod- 
lésung soll sofort abgegossen werden.) An den Wirkungsstellen der 
Amylase zeigten sich deutlich hellere Flecke, welche noch deutlicher 
sichtbar wurden, wenn man die Platten gegen Licht betrachtete. 


Die Untersuchungen unserer Malze nach dieser Methode gaben 
folgende Resultate : 





Einwirkung von !/59 cem Enzymlisung verschiedener Konzentration und 
Herkunft auf Platten im Verlauf von 1 Std. bei 20° 


Melz- 
auszug Bestimmbare 
1 9/5 0,1 %o 0,01 9/9 0,001 9/5 0,000 1°, Wasser Malzmenge 
in mg 
Roggen Stark Stark Schwach Nicht Nicht Nicht 0,002 
Weizen mn . Sehr schwach = ps 0,001 
Hafer a . ‘ Nicht ss = 0,001 
Hirse " » Sehr schwach A . a 0,01 
Gerste ‘ 2 Nicht ‘ & e 0,02 


Obige Zahlen zeigen, daB man mit dieser Methode sehr kleine 
Mengen von Amylase feststellen kann. Will man die Methode noch 
empfindlicher machen, dann muB man gréBere Enzymtropfen nehmen 
und 2 Stunden bei 40°C einwirken lassen. 


Die Methode von Miller ist in unserer Ausfiihrung einfach, bequem 
und sehr empfindlich. Zur Unterscheidung von der eigentlichen Methode 
von Miiller schlagen wir vor, diese Ausfiihrung als die Methode von 
Miiller-Chrzaszcz-Janicki zu bennenen. 
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Die zweite Methode von J. Effront. 


J. Effront gab im Jahre 1921 eine zweite Methode zur Bestimmung 
des Starkeverfliissigungsvermégens der Amylase an. Er griindete seine 
Methode auf koagulierende Einwirkung des Jods auf nicht ver- 
fliissigte Starke, wobei sich gefarbte Flocken bilden. Diese Reaktion 
bleibt bei der verfliissigten Starke aus. Uber die Einzelheiten der 
Ausfiihrung siehe die Originalarbeit. 

Um die Genauigkeit und Empfindlichkeit der Methode nachzu- 
prifen, haben wir letztere mit der Lintner-Sollied-Methode verglichen. 
Wir stellten eine Reihe von Starkekleistern nach der Lintner-Sollied- 
Methode her, die sich in verschiedenen Stadien der Verfliissigung be- 
fanden (dickfliissig, fliissig, wasserfliissig). Von jedem Stadium nahmen 
wir 0,5 ccm und gaben sie in Reagensgliser mit ein paar Tropfen Jod- 
lésung. Wir stellten fest, daB sich Starkeflocken nicht nur in dem- 
jenigen Reagensglas bilden, welches schon ganz verfliissigte Stirke 
enthielt, sondern sogar noch in den vier weiteren, von welchem das 
zweite schon wasserfliissige Starke enthielt. Zwar war die Flocken- 
bildung nach und nach schwiacher und zeigte schon nach der Zugabe 
der ersten Tropfen von Jodlésung eine schwach violette Nuance, jedoch 
konnte man auf Grund dieser Reaktion weder den Unterschied zwischen 
den einzelnen Reagensglasern noch die Verfliissigung deutlich fest 
stellen. 

Wenn wir die Verfliissigung nach dieser Methode in einem Porzellan- 
nipfchen feststellen wollten, so war die koagulierende Wirkung des 
Jods, welche zur Feststellung der Verfliissigung dienen sollte, noch 
undeutlicher. 

Nach unseren Berechnungen gibt diese Methode im Vergleich mit 
der Lintner-Sollied-Methode einen Fehler von 40 bis 50°, und eignet 
sich deshalb zur Bestimmung des Starkeverfliissigungsvermégens nicht. 


Die Methode von W. Windisch, W. Dietrich und A. Beyer. 

Diese Methode ist auf einem ganz anderen Prinzip aufgebaut als 
die bisher angefiihrten Methoden, die zur Bestimmung des Starke- 
verfliissigungsvermégens dienen. Sie verwendet namlich anstatt 
Starkekleister, welcher sehr unstabile Eigenschaften hat, sogenanntes 
Amylopektin, das im Vergleich mit dem Starkekleister stabiler ist. 
AuBerdem ist auch die Art der Bestimmung des verfliissigten Substrats 
eine ganz andere und genauere, und zwar wird hier die Menge des ver- 
fliissigten Amylopektins durch Zuckerbestimmung festgestellt. Cher 
die Einzelheiten der Ausfiihrung der Methode siehe Originalabhandlung. 

Es muBte zunichst festgestellt werden, ob die Verdiinnung n/20 
auch bei unseren Malzausziigen geniigend ist. Das Resultat war 
folgendes: 
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30 ecm des Filtrats 
zeigten Zucker, durch 
Jodverbrauch ausgedriick: 


30 cem des Filtrats 
zeigten Zucker, durch 
Jodverbrauch ausgedriickt 


Malzauszug 
verdiinnt auf 


Malzauszug 
verdiinnt auf 





Roggen n/20 1.2 cem n/20 Jod Roggen n/100 0,lceem n20 Jod 
Weizen n/20 oo . wid . Weizen n/100 Oo; . wt, 
Hafer n/20 0,55 , n/20 , Hafer n/33,3 ay . es -« 
Hirse n/20 So +. Bie; Hirse n/33,3 01 , n/20 , 
Gerste n/20 oo) .«-nae.. Gerste n 50 oS « ae « 


Aus obigen Zahlen geht hervor, daB eine n/20 Verdiinnung unserer 
Malze nicht ausreichte, weil diese noch ziemlich viel Zucker bildeten, 
und deshalb muB man mit der Verdiinnung weitergehen. Gleichzeitig 
sehen wir, daB die Verdiinnung von n 20, nach Windisch, nicht fiir 
alle Malze entsprechend ist, und deshalb mu der Verdiinnungsgrad 
fiir jedes Malz (Enzymlésung) durch Vorversuche festgelegt werden. 


Um die Genauigkeit der Methode festzustellen, haben wir drei 
Parallelversuche durchgefiihrt, welche folgende Resultate zeigten: 





Auf 30 cem hydrolysierten Filtrats verbrauchten wir 
n/20 Jodlisung 


Erste Probe Zweite Probe Dritte Probe 


in cem in ecm in ccm 
Erste Bestimmung ..... 5,8 5.8 5.85 
Zweite Bestimmung ... . 5.8 5.8 5,80 


Die erhaltenen Zahlen beweisen, daB die Methode sehr genau ist. 
da fast alle Bestimmungen gleiche Werte geben. 


Das Starkeverfliissigungsvermégen unserer Malze, nach dieser Methode 
bestimmt, war folgendes: 





30 cem Weizenamylopektin + 10 cem Acetatpuffer 


+ 60 cem Wasser + 5 cem Malzauszug von 
Roggen Weizen Hafer Hirse Gerste 

Vertiiissigungskraft (1g 

Malz verflissigt Amylo- 

a ae 758¢ 1281¢ 51,0¢ 22.0 ¢ 4l.6e 
Empfindlichkeit: um 1g 

Amylopektin zu ver- 

fliissigen, ist eine Malz- 

menge notig von .. . 13 mg 78mg 196mg 454mg 24,0 mg 
Genauigkeit der Methode Der durchschnittliche Fehler betragt 9,1 °') 
Vorbereitungs- und Aus- 

fahrungszeit d. Methode 5 bis 6 Tage 


Ausfihrungszeit der 
Methode allein . .. . 4 bis 41, Stunden 
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Windisch verwendete in seiner Methode Weizenamylopektin. Da 
aber bei fast allen Untersuchungen tiber Amylase Kartoffelstarke ver- 
wendet wird, so hielten wir es fiir notwendig, auch diese Methode mit 
(Amylopektin aus Kartoffelstarke durchzupriifen, um so mehr, da 
S. Lange* feststellen konnte, daB Starken verschiedener Herkunft sich 
gegen Amylase verschieden verhalten. 


Nach mehreren Vorproben stellten wir fest, daB sich zu diesem 
Zwecke am besten Amylopektin eignet, das nach der kombinierten 
Methode von G. Gruzewska? und M. Samec* hergestellt wird und auBer- 
dem noch durch Elektrodialyse gereinigt werden muB. 


100 ¢ Kartoffelstirke in 1 Liter Wasser werden unter dauerndem 
Umriihren zwecks Verkleisterung zu 9 Litern Kalilauge von solcher Kon- 
zentration gegeben, daB die Endkonzentration dieser Mischung 1,25 .n/10 
betragt. Die Verkleisterung der Starke dauert etwa 10 Minuten. Nach 
| Stunde wird die Fliissigkeit mit verdiinnter Schwefelséiure neutralisiert, 
schwach angesduert, dann setzt man 30 Liter Wasser hinzu und 1abt 
24 Stunden ruhig stehen. Alsdann wird die obenstehende Fliissigkeit vom 
Bodensatz abgehebert, durch Wasser ersetzt, und nach dem Durchmischen 
wieder 24 Stunden in Ruhe gelassen. Dieses Verfahren wird im ganzen 
tiinfmal wiederholt. Der flockige Niederschlag wird durch Elektrodialyse 
weiter gereinigt und auf ein Drittel seines Volumens eingeengt. (Vor dem 
Einengen hatte das Amylopektin 0,3287°, Trockensubstanz, nach dem 
Einengen 1.067°,.) Darauf mu8B man noch das Amylopektin durch ein 
Maschensieb durchgehen lassen, um die Kliimpchen zu entfernen, welche 
sich auf den Membranen des Elektrodialysators gebildet haben. 


Wahrend das Gemenge von 30 ccm Weizenamylopektin, 10 cem Acetat- 
putfer und 60 ccm Wasser 1,41 °,, Trockensubstanz enthielt und zum Filtrieren 
etwa }/, Stunde gebrauchte, filtrierte das Amylopektin aus Kartoffelstarke, 
obwohl es nur 1,067° , Trockensubstanz enthielt, fast gar nicht und mubte 
daher so weit verdiinnt werden, daB die Trockensubstanz nur 0,5", betrug. 
(Auf 200 g¢ Gesamtfliissigkeit wurden 93,72 g Kartoffelstarke-Amylopektin, 
40 cem Acetatpuffer und 66,28cem Wasser genommen.) Trotz dieser 
Verdiinnung braucht das Kartoffelstiérke-Amylopektin nach der Ein- 
wirkung des Malzauszuges 16 Stunden zum Filtrieren. Durch Verwendung 
von weitporigem Filtrierpapier kann das Filtrieren beschleunigt werden. 

Die weiteren Untersuchungen zeigten, dafi einige Malzausziige bei 
Verwendung von Kartoffelstarke-Amylopektin weniger verdiinnt zu werden 
brauchen als bei Weizenstarke-Amylopektin, und zwar: 





Malzauszug von 


Roggen Weizen Hafer Hirse Gerste 


Mul verdiinnt werden auf n 50 n 50 n/33.3 n/33,3 n/50 


1 Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 8, 279, 1910. 
°C. r. soe. de biol. 64, 178, 1908. 
* Koll. Beih. 6. 23, 1914. 
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Die Genauigkeit der Methode bei Verwendung von Amylopekti: 
aus Kartoffelstarke bei Einwirkung von Roggenmalzauszug, der auf 
n/50 verdiinnt war, zeigte sich wie folgt: 





Auf 30 cem hydrolysierten Filtrats verbrauchten wir 
n 20 Jodliésung 


Erste Probe Zweite Probe 
Erste Bestimmung. .. . 8,15 cem 8,30 com 
Zweite Bestimmung. . . 8,20 , 8,30 
Dritte Bestimmung .. . 8,20 , 8.40 
Durchschnitt: 8,18 cem 8.33 cem 
Fehler: 0,85 % 


Wir sehen hieraus, daB die Genauigkeit der Methode bei Ver 
wendung von Kartoffelstarke-Amylopektin sehr groB ist. 

Das Verfliissigungsvermégen unserer Malze gab, nach dieser Method: 
bestimmt, bei Anwendung von Kartoffelstarke-Amylopektin die nach 
stehenden Resultate. 

Die Methode von Windisch-Dietrich- Beyer ist, wie aus unseren Ver- 
suchen hervorgeht, sehr genau, wenn auch nicht besonders empfindlich 
Die Empfindlichkeit kann man jedoch durch Anwendung von Amylo- 
pektin aus Kartoffelstirke vergréBern. Die Methode eignet sich zu 
genauen Untersuchungen, obwohl sie sehr zeitraubend ist und bei 
Anwendung von Amylopektin aus Kartoffelstarke eine besondere 
Apparatur verlangt. 





93,72 g Kartoffelstirke-Amylopektin + 40 cem Acetatpuffer 
+ 66,28 cem Wasser + 10 cem Malzauszug von 


Roggen Weizen Hafer Hirse Gerste 


Verflissigungskraft (1 g¢ 
Malz vertliissigt Amylo- 
pektin). 


102.2 ¢ 184.5 ¢ 67,8 28.5 ¢ 60,4 ¢g 


el 


Empfindlichkeit: um 1g 
Amylopektin zu ver- 
fliissigen, ist eine Malz- 
menge notig von... 9,7 mg 5,4 mg 147mg 35mg 165mg 


Genauigkeit der Methode Der durchschnittliche Fehler betragt 0,85 °,, 


Vorbereitungs- und Aus- 
fiihrungszeit d. Methode 6 bis 7 Tage 


Ausfihrungszeit der 
Methode allein . . .. 20 bis 21 Std. 


Hier soll noch bemerkt werden, daB die Werte des Starkever- 
fliissigungsvermégens der untersuchten Malze bei Anwendung von 
Amylopektin aus Weizenstarke im Vergleich zu den Zahlen, welche 
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man bei Anwendung von Kartoffelstarke-Amylopektin erhalt, in einem 
ungefahr gleichen Verhaltnis stehen, welches fiir unsere Malze 1 : 1,30 
bis 1: 1,44 betragt. 


Diskussion und Schiubfolgerungen. 

Unsere Untersuchungen iiber das Starkeverfliissigungsvermégen, 
das nach verschiedenen Methoden mit Malzamylase aus Roggen, 
Weizen, Hafer, Hirse und Gerste bestimmt wurde, fiihrten zu folgenden 
Schliissen. 

In der Literatur finden wir zur Bestimmung des Starkeverfliissigungs- 
vermégens der Amylase 15 Methoden, und zwar von 1. C. J. Lintner, 
2. J. Effront (erster Vorschlag), 3. W.Glinski und Walther, 4.C. J. Lintner 
und P. Sollied,5.A. Pollak, 6. E. Miiller, 7. T. Chrzaszez und S. Pierozek, 
8. S. A. Waksmann, 9. A. J. Hall, 10. U. Olsson, 11. J. Effront (zweiter 
Vorschlag), 12. W. Windisch, W. Dietrich, A. Beyer, 13. W.C. Davison, 
14. S. Jozsa und H.C. Gore, 15. T. Chrzaszcz. Diese Methoden kann 
man, abhangig von der Art der Bestimmung des Starkeverfliissigungs- 
vermégens der Amylase, in drei Gruppen einteilen: 1. Die Methoden, 
welche die Verfliissigung der Starke bestimmen: hierzu gehéren sieben 
Methoden. 2. Viskositétsmethoden: hierzu gehéren fiinf Methoden. 
3. Die Methoden, welche die Abbauprodukte der Starke bestimmen;: 
hierzu gehéren drei Methoden. AuBerdem haben wir noch 21 Vor- 
schlage, welche die Methoden verbessern oder ergainzen sollen. Diese 
Vorschlage sind angegeben von: 7’. Chrzaszez und S. Pierozek, H. Doesel, 
H. Liters, I. Fletcher und J. B. Westwood, W. R. Thompson-C. FE. John- 
son-R. Hussey und 7. Chrzqszez-J.Janicki. Alle diese Methoden und 
Vorschlage wurden von uns auf Genauigkeit, Empfindlichkeit, Fehler, 
Schnelligkeit der Bestimmung, Leichtigkeit der Ausfiihrung und 
endlich ZweckmaBigkeit untersucht. 

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB eine ganze Reihe 
dieser Methoden sehr ungenau ist. Wenn in drei Parallelversuchen der 
Fehler der Methode mehr als 25°, betrug, haben wir angenommen. 
daB die betreffende Methode fiir die Bestimmung des Starkeverfliissi- 
gungsvermégens unbrauchbar ist. Auch haben wir alle die Vor- 
schlige zu diesen Methoden abgelehnt, bei welchen keine Zweck- 
maiBigkeit zu erkennen war, weil sie weder die Genauigkeit bzw 
die Empfindlichkeit der Methode verbesserten, noch die Ausfiihrungs- 
zeit beschleunigten. Wenn obige Gesichtspunkte in Betracht gezogen 
wurden, zeigte es sich, daB von den zahlreichen Methoden und Vor- 
schligen nur folgende als zweckentsprechend anzusehen sind: 


1. Die Methode von Lintner-Sollied mit einem Vorschlag von 
Chrzaszcz- Pierozek und einem von Liiers. 
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bo 


Die Methode von Pollak und Pollak-Chrzaszz-Pierozek. 

3. Die Methode von Windisch-Dietrich-Beyer mit dem Vorschlag 
von Chrzaszcz-Janicki. 

4. Die Methode von Jozsa-Gore mit vier Vorschlagen von Fletcher 
Westwood und einem von Chrzaszcz-Janicki. 

5. Die Methode von 7’. Chrzaszcz. 

6. Die Methode von Miiller-Chrzaszcz-Janicki. 

7. Die Methode von Davison mit zwei Vorschligen von Thompson 
Johnson-Hussey und einem von Chrzqszez-Janicki. 

Wir sehen also, daB, auBer der Methode von Davison, welche ma: 
besonders betrachten muB, weil sie sich nur fiir spezielle Untersuchungen 
eignet, nur sechs Methoden zweckentsprechend sind. Die Methode von 
Pollak wird durch die Vorschlage von Chrzqszcz- Pierozek so empfindlich 
gemacht, daB wir es fiir richtig halten, diese Ausfiihrung der Method 
gegeniiber der eigentlichen Pollak-Methode, welche nicht besonders 
empfindlich ist, mit den drei obigen Namen zu benennen. Die Methode 
von Miiller wurde von uns vollstandig umgearbeitet und verandert, 
und deshalb haben wir dieselbe in unserer Ausfiihrung als die Method: 
von Miiller-Chrzaszez-Janicki benannt. 

Das Starkeverfliissigungsvermégen unserer Malze gibt, nach diesen 
Methoden bestimmt, folgendes Bild. (Siehe Tabellen 8. 287 und 288.) 

Auf das Verfliissigungsvermégen der Amylase hat die Eigenschaft 
der Starke und die Art der Zubereitung der Enzymlésung einen groBen 
EinfluB. Um vergleichbare Resultate zu erhalten, schlagen wir des- 
halb vor: 

1. Zu der Bestimmung soll !/, bis 1 Jahr abgelagerte Superior 
kartoffelstarke verwendet werden, deren Viskositaét mit Engler-Apparat 
oder Pipette (siehe S. 266) festgestellt wurde, und die erhaltenen 
Zahlen sollen bei den Untersuchungen angegeben werden. 

2. Die enzymatischen Lésungen sollen durch entsprechende Ver- 
diinnung 5°%iger Ausziige aus Substanzen, die Amylase enthalten, 
hergestellt werden; bei Priparaten der Roh- bzw. Reinamylase dagegen 
soll von 1%iger Lésung ausgegangen werden. 

3. Weiter schlagen wir vor, das Starkeverfliissigungsvermégen de1 
Amylase anzugeben durch a) die Verfliissigungskraft, b) die Empfind 
lichkeit. 

Zu a). Die Verfliissigungskraft soll in Gramm Kartoffelstarke aus- 
gedriickt werden, welche durch 1 g untersuchter Substanz verfliissigt 
werden. Bei der Davison-Methode, die nur zu besonderen Unter- 
suchungen gebraucht wird, kann man vorlaufig die Amylaseeinheiten 
beibehalten. 


Zu b). Die Empfindlichkeit soll durch Milligramm der untersuchten 
Substanz ausgedriickt werden, welche nétig sind, um 1g Kartoffel- 
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stirke zu lisen. Bei denjenigen Methoden, bei welchen solche Angaben 
nicht méglich sind, soll die kleinste Menge der untersuchten Substanz 
in Milligramm angegeben werden, durch welche man noch Verfliissigung 
der Starke feststellen kann. 

In Ubereinstimmung mit den oben angegebenen Vorschligen haben 
wir das Verfliissigungsvermégen der Amylase der von uns untersuchten 
Getreidearten nach den sieben Methoden zusammengestellt und folgende 
Ergebnisse erhalten 

A. Das Starkeverfliissigungsvermégen der Amylase von Getreiden 
verschiedener Herkunft, nach diesen Methoden bestimmt. zeigte sich 
als sehr verschieden. 

B. Als empfindlichste erwies sich die Methode von Miiller-Chrzaszcz- 
Janicki. Mit dieser konnte man sogar das Verfliissigungsvermégen von 
0.001 mg unseres Weizenmalzes feststellen. Genaue Resultate  be- 
kommen wir mit der Methode von Pollak-Chrzaszcz- Pierozek, die dreima| 
empfindlicher ist als die Methode von Lintner-Sollied und siebenmal 
empfindlicher als die eigentliche Pollak-Methode. Am wenigsten emp- 
findlich ist die Methode von Chrzqszez, welche jedoch eine groBe Be- 
stimmungsskala_ besitzt. 

Die Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration der Starke 
auf etwa py = 5 erhéht die Empfindlichkeit aller Methoden. 

C. Als genaueste erwies sich die Methode von W indisch-Dictrich- 
Beyer, obwohl sie nicht besonders empfindlich ist. 

Bei Verwendung des von uns vorgeschlagenen Amylopektins aus 
Kartoffelstarke erhéht man ihre Empfindlichkeit. Fast ebenso genau, 
aber gleichzeitig viel empfindlicher ist die Methode von .Jozsa-Gore- 
Fletcher- Westwood. 

D. Am schnellsten laBt sich die Methode von Chrzqszez ausfihren, 
weiter die Methode von Lintner-Sollied. Am meisten Zeit dagegen 
braucht die Methode von Windisch-Dietrich- Beyer. 

E. Die einfachste und am leichtesten ausfiihrbare ist die Methode 
von Miiller-Chrzaszz-Janicki, dann die Methode von Chrzqszcz bzw 
Lintner-Sollied. 

F. Die ZweckmaBigkeit der einzelnen Methoden ist folgende: Zur 
bloBen Feststellung sehr kleiner Mengen von Amylase eignet sich nur 
die Methode von Miiller-Chrzaszez-Janicki. Zur Bestimmung des Starke- 
verfliissigungsvermégens etwas grOBerer, aber auch noch sehr kleiner 
Amylasemengen ist die Methode von Pollak-Chrzqszez-Pierozek an- 
zuwenden. 

Fiir ganz genaue Untersuchungen eignet sich die Methode von 
Windisch-Dietrich- Beyer und Jozsa-Gore-Fletcher- Westwood. 

Zur Orientierung und technischen Bestimmung kraftiger Amylase- 
lésungen eignet sich die Methode von Chrzaszez, bei etwas schwacheren 
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die Methode von Pollak. Fiir genaue technische Untersuchungen eignet 
sich die Lintner-Sollied-Methode und fiir schwache Enzymlésungen di 
Methode von Pollak-Chrzaszcz- Pierozek. 

Fiir ganz spezielle Untersuchungen eignet sich die Methode vor 
Davison. 

G. Wenn wir jetzt die erhaltenen Werte der Verfliissigungskraft 
verschiedener Malze betrachten und ihrer GréBe nach zusammenstellen 
so sehen wir, daB nicht nur die Zahlengr6Ben verschieden sind, sonderi 
daB auch die Gruppierung der Getreidemalze verschieden ist, je nach 
der angewendeten Methode. Die Reihenfolge der Malze ist nur bei dei 
Methoden von Lintner-Sollied, Chrzaszcz und Miiller-Chrzaszez-Janicki 
dieselbe. Bei der Methode von Windisch-Dietrich-Beyer und Pollal 
ist sie teilweise dieselbe, bei der Methode von Jozsa-Fletcher- Westwood 
und der Methode von Davison ist die Reihenfolge ganz verschieden 

Diese Erscheinung zeigt uns, daB es fiir die Bestimmung des Starke 
verfliissigungsvermégens nicht gleichgiiltig ist, mit welcher Method 
es bestimmt wird. Die Auswahl der Methode ist nicht nur maBgebend 
fiir den absoluten Zahlenwert des Verfliissigungsvermégens, sondern 
auch fiir die Reihenfolge der einzelnen Amylasen hinsichtlich der Starke 
verfliissigungskraft, je nach ihrer Herkunft. Die Ursache dieses Ver 
haltens kann entweder in den Bedingungen, unter welchen die Methode 
ausgefiihrt ist, oder auch in den Eigenschaften der Amylaseart liegen 
bzw. in diesen beiden Faktoren zusammen. 

Die Unterschiede in der Ausfiihrung der einzelnen Methoden bx 
treffen Temperatur, Verdiinnung des Substrates und Art der Fest- 
stellung der Verfliissigung. 

Wenn wir die Werte des Starkeverfliissigungsvermégens  ver- 
schiedener, durch die einzelnen Methoden bestimmter Amylasen unte1 
Beriicksichtigung derselben Temperatur vergleichen, sehen wir zwar, 
daB wir keine RegelmaBigkeit in der Gruppierung der Amylasen haben, 
kénnen jedoch deutlich feststellen, daB die Temperatur einen Einflul 
ausiibt. 

Auch die Vergleichung der Resultate unter Beriicksichtigung dei 
Konzentration des Substrats gibt uns keine nahere Erklarung obige: 
Erscheinung. Man kann jedoch feststellen, daB die Bestimmungen 
durch Verfliissigung und Abnahme der Viskositét sich nicht imme: 
decken, weil die Methoden, welche den Wert durch die Verfliissigung 
der Starke bestimmen, die Malze anders gruppieren als diejenigen 
Methoden, welche die Verfliissigungskraft durch Abnahme der Viskositat 


bestimmen. 

Aus allen diesen Erwaigungen sehen wir, daB die Methode allein 
nur einen teilweisen EinfluB auf die Resultate haben kann, besonders 
auf die Reihenfolge der einzelnen Malze hinsichtlich ihrer Verfliissigungs- 
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craft. Hieraus muB man schlieBen, daB die Ursache obiger Erscheinungen 
n der Amylase selbst oder in den sie begleitenden Substanzen liegen 
1uB, je nach der Herkunft und dem Reinheitsgrad. Im letzten Falle 
c<ann man annehmen, daB die Amylase von Aktivatoren oder Para 
vsatoren begleitet wird, bzw. von beiden, welche in verschiedenen 
Mengen im Malze vorhanden sind und bei verschiedenen Temperaturen 
nehr oder weniger aktiv sind. Deswegen miissen sich auch die Resultate 
nach der Untersuchungstemperatur der betreffenden Methode anders 
larstellen; fiir diese Erklarungen sprechen auch die Untersuchungen 
von Nishimura’, BE. Waldschmidt-Leitz und A. Purr? und H. Prings 
heim, H. Borchardt und H. Hupf rs 
Vorlaufig miissen wir uns mit diesen Erwagungen begniigen 
Die Erklarung des Verhaltens des Starkeverfliissigungsvermégens det 
\mvlase ist nicht nur fiir sich allein wichtig, sondern kann auch ein Licht 


auf die Einheitlichkeit der Amylase werfen. 


1S. Nishimura, diese Zeitschr. 200, 8, 1928 

* BE. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Zeitschi I physiol Chem. 2038 
117, 1931. 

3-H. Pringsheim, H. Borchardt u. H.Hupfer, diese Zeitschr. 250, 
LOY, 1932. 








Eine neue Mikrokjeldahlmethode. 


Von 
S. Balachowski und B. Bruns. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Instituts fiir Blutforschung un 
Transfusion, Moskau.) 
( Eingegange nam 16. Se pte mber 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Mikro-Kieldahl-Methoden von Bang, Parnas u.a., die dir 
Destillation von Ammoniak mit Wasserdampf benutzen, haben zw: 
Nachteile: Erstens ist es schwierig, den Endpunkt der Destillation zu 
erkennen, zweitens erhailt man wechselnde Mengen Destillat, was fii 








die nachfolgende Mikroanalyse ungiinstig ist. Die Mikrotitration 

besonders die jodometrische, wird bei Benutzung von 0,005 n Lésunge: In 
durch die Inkonstanz der Destillatvolumina oft ungenau. sind di 
Nach unserem Verfahren wird die Am fiir die 
moniaklésung im Vakuum bis zur Trockne ab Schwa 
destilliert, wobei das Volumen des Destillats schen | 
konstant bleibt. Dazu eignet sich der in Abb. | ist unt 
abgebildete Apparat. ganisc] 
Nach der in einem Reagensglaschen aus Jena: wechse 
Glas erfolgenden Behandlung der stickstoffhaltige: Me 

Substanz mit Schwefelséure wird die Fliissigkeit . 
bis zur Marke (z. B. 5cem) aufgefiillt. Eine gena selbst by 
Abb. 1 abgemessene Menge der so erhaltenen Lésung gilt den a 
man in den Teil A des Apparates. In den Teil / tied 

kommt die zugehérige Menge Alkalilésung, wahrend in die Kugel © ei: nar x 
bestimmte Menge titrierter Schwefelséure eingegossen wird. Darauf wii cee 
der Apparat durch den Hahn D solange mit einer Vakuumpumy» ttt 
evakuiert, bis die Fliissigkeit zu sieden beginnt. Jetzt wird der Hahn /) cities 
verschlossen. Dann vermischt man den Inhalt der Kugeln 4 und B w : 
stellt die linke Halfte des Apparates (A und B) in ein GefaiB mit warmer Di 
Wasser und die rechte Halfte (Kugel C) in ein GefaB mit kaltem Wass: wurde ' 
Ausreichendes Vakuum vorausgesetzt, ist die Destillation bei einer Ter von Mi 
peraturdifferenz von 30 bis 40° in 15 bis 30 Minuten beendet. In den Kugeln pohdaaas | 
und B bleibt nur ein Trockenriickstand zuriick. Der SaureiiberschuS Sauren 
der Kugel C wird unmittelbar im Apparat titriert, wozu ein langes Glasend: von H: 
das der Biirette angefiigt wird. dient. reserve 
wenn ai 
Der Apparat kann auch zur Halbmikrobestimmung, sowie zu ein: Sion 


Reihe anderer Bestimmungen (CO, Cl’ usw.) angewandt werde: Alkalia 














Kine Mikromethode zur direkten Bestimmung 
der organischen Sauren im Blutserum. 


Von 


Heinz Briihl. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik Marburg.) 
(Eingegangen am 25. Oktober 1932.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Im Intermediairstoffwechsel des gesunden und kranken Ko6rpers 
sind die organischen Sauren ein entscheidender Faktor. Ihre Bedeutung 
fiir die Pathogenese des Coma diabeticum und uraemicum wie fiir die 
Schwangerschaftsazidose ist bekannt. Neben den physikalisch-chemi- 
schen Daten, die uns Atmungs- und Nierentatigkeit an die Hand geben, 
ist unter anderem der qualitative und quantitative Nachweis der or- 
ganischen Sauren im Blut wesentlich fiir die Erkenntnis des Stoff- 
wechselablaufes. 


Man muB sich dabei nur immer vor Augen halten, daB man im Blute 
selbst meist nicht den Ort des Stoffwechselvorganges vor sich hat, sondern 
den Vermittler zwischen den verschiedenen Organsystemen; es gibt ge- 
nugend Beispiele, wo Unterschiede zwischen Blutdaten und Gewebsstoff- 
wechsel angenommen werden miissen. Bei Beriicksichtigung solecher Méglich- 
keiten stellt aber das Blut schon aus methodischen Griinden einen 
ausgezeichneten Indikator dar; gewéhrt es uns doch gleichsam in einer 
Momentaufnahme querschnitthaften Einblick in das Crefiige des Gesamt 
stoffwechsels. 

Die Erforschung der organischen Saéuren im Blute bzw. im Serum 
wurde von der alteren physiologisch-chemischen Schule — die an die Namen 
von Minkowski, Naunyn, Schmiedeberg ankniipft vorwiegend in qualita- 
tivem Sinne durchgefiihrt; die Gesamtgr6Be der im Serum auftretenden 
Séuren wurde aus dem Verlust der Blut-CO,-Spannung erschlossen. Die 
von Hasselbalch und van Slyke eingefiihrten Bestimmungen der Alkali 
reserve oder CO,-Bindungsfahigkeit gestatten gleichfalls einen indirekten, 
wenn auch weit genaueren RiickschluB auf die vorhandene Menge organischer 
Saéuren im Blute, allerdings stets unter der Voraussetzung einer ungestérten 
Alkaliausscheidung. 
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Aus diesem Grunde bedeuten die von Abderhalden (1) fiir das Tiet 
serum, von Beckmann (2), Kramer und Tisdall (3) fiir das normal 
Menschenserum durchgefiihrten Gegeniiberstellung simtlicher bekannte: 
Kationen und Anionen einen bedeutenden Fortschritt. Der dat 
mit den verschiedensten Methoden gefundene Fehlbetrag an Anione: 
von etwa 14°, das Anionendefizit, soll nach Meinung amerikanische: 


Autoren vorwiegend durch Saurevalenzen der SerumeiweiBkéryx 
gedeckt werden [van Slyke (4), Peters (5) und Mitarbeiter, Henderson (6 
Demgegeniiber haben Bayliss (7) und Mond (8) auf Grund theoretisch: 
Cherlegungen errechnen kénnen, daB bei Blut-py héchstens 1°, der 
als Bicarbonat vorhandenen Na-Menge als KiweiBsalz vorliegt. Zuden 
lassen klinische und experimentelle Beobachtungen eine relativ so grob 
Schwankungsbreite fiir das Anionendefizit erkennen, wie sie mit Unter 
schieden in der Basenbindungsfahigkeit des SerumeiweiBes innerhal! 
biologischer py-Veranderungen nicht erklart werden kénnen [Atchley 
Loeb, Benedict und Palmer (9), Kroetz (10), Heilmeyer (11), Marrak (12 
Nitschke (13), Schiff (14), Straub (15) und Mitarbeiter]. Das Anionen 
defizit entspricht in seiner GréBenordnung einem osmotischen Defizit 
welches sich bei einer Gegeniiberstellung der gemessenen und errechnete: 
Gefrierpunktserniedrigung ergibt {Mond und Netter (16)]; dieser ,,.Molen 
rest** (Straub) kann nach Ansicht der genannten Autoren am eheste1 
von organischen Saurevalenzen bekannter und unbekannter Natu 
gedeckt werden. 

Da die Bestimmung der organischen Sauren als Defizit der Kationen 
und anorganischen Anionen zeitraubend ist und bei eventueller Fehler- 


summation der Einzelanalysen recht ungenaue Werte ergibt, sind mehrere 


direkte Methoden zur Bestimmung organischer Sauren im Serum aus 
gearbeitet worden. Die Methoden von Martinson (17) und von Csape (18 
nach dem Prinzip der Saéuretitration im Urin von van Slyke und Palmer 
sind unbrauchbar: 

Durch die Art ihrer EiweiBfallung mit Trichloressigsiure bzw. HC! 
und K,HgJ, werden v6llig uniibersichtliche Verhaltnisse geschaffen, dir 
vor allem durch unzureichende Ausfallung oder durch Adsorption de 
gesuchten Saéuren an den Niederschlag charakterisiert sind; es werden aus 
den verschiedensten Griinden drei bis fiinf unsichere Korrekturen not wendig 
Der Gebrauch von Indikatoren in Grenzgebieten bringt weitere Ungenauig 
keiten hinein, so da®B schlieBlich die Methode von Martinson mit einer 
unkontrollierbaren Fehlerbreite von 4,5 bis 8,3°.,. die Methode von Csapx 
sogar mit einer solchen von 10 bis 15’, arbeitet. 

Ahnliche Einwande sind gegen die Methode von Perlzweig und 
Delrue (19) zu erheben. 

Der hohe Grad von Genauigkeit, der hier durch die Anwendung det 
Elektrotitration erreicht werden kénnte, wird durch unvorsichtige B« 
handlung der Filtrate (zahlreiche Fallungen, Eindampfen, Filtrieren unter 
Saugdruck) stark beeintrachtigt. 
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Allen diesen Methoden ist die von Mond und Netter an Einfachheit, 
Genauigkeit und Ubersichtlichkeit weit iiberlegen. Die organischen 
Saiuren des Serums werden direkt durch elektrometrische Titration 
hestimmt. Jede Beeintrachtigung der zum Teil ihrer Natur nach un- 
bekannten Sauren ist nach Moéglichkeit vermieden. Um die Puffer- 
wirkung der SerumeiweiBkérper zu eliniinieren, ultrafiltrieren Mond 
und Netter Rinderserum unter geringen Atmospharendrucken. Durch 
Zusatz empirisch bestimmter Mengen von n HCl zum _ Ultrafiltrat 
wird die CO, aus ihren Salzen befreit und der py bis in die Nahe des 
Neutralpunktes vorgeschoben. Bei weiterer Titration mit n/40 HCl 
werden nacheinander CO,, H,P0,, schlieBlich auch die gesuchten 
organischen Sauren aus ihren Alkalisalzen heraustitriert. Aus dem 
groBten Abstand der Kurve zu einer Kontrollkurve kann die vorhandene 
Sauremenge in Normalitaten abgelesen werden. Zudem laBt sich aus 
der Form der Kurve die mittlere Dissoziationskonstante des Saure- 
gemisches ermitteln. Diese dauBerst einfache und genaue Methode 
ergab im Rinderserum das Vorhandensein einer Saure oder eines Siure- 
gemisches in der vorausberechneten Konzentration von n/70 bis n/120 
und wurde von Anselmino und Hoffmann (20) dazu benutzt, den Anstieg 
der organischen Sauren im Serum wiihrend der Schwangerschaft nach- 
zuweisen, 

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen iiber die Atmungs- 
regulation der kindlichen Tetanie ergab sich fiir uns das Problem, 
die organischen Siuren im Serum quantitativ zu verfolgen. Mond 
und Netter, Anselmino und Hoffmann standen Serummengen von 
50 cem zur Verfiigung. Bei Kindern sahen wir uns genotigt, mit weit 
geringeren Mengen auszukommen, besonders wenn wir mehrmals die 
Untersuchungen durchfiihren wollten. Zu diesem Zweck arbeiteten 
wir eine Mikromethode aus, welche die Bestimmung der organischen 
Sauren in 2ccm Serum mit der durch Elektrotitration gegebenen 
Genauigkeit gestattet. 

Hl. 


Wir gingen dabei folgendermaBen vor. 


Es wurden 4 bis 5cem Nichternblut morgens entnommen, bei Saug 
lingen durch Punktion des Sinus longitudinalis oder durch Schnepperstich 
aus der Ferse, bei alteren Kindern und Erwachsenen aus der ungestauten 
Armvene. Nach der Gerinnung wurde das Blut sofort 30 Minuten lang mit 
3000 bis 3500 Touren zentrifugiert und das gewonnene Serum zur Ultra 
filtration verwandt. Wir iiberfiihrten zu diesem Zwecke meist 2,0 cem 
Serum in den Mikroultrafilterapparat nach Thiessen. Dieser besteht aus 
zwei kleinen gegeneinandergestellten Glasbechern, die zwischen sich eine ver- 
schraubbare Metallsiebplatte fassen kénnen. Der obere Aufsatz hat einen 
Inhalt von etwa 5ccem und besitzt eine Vorrichtung zur Befestigung eines 
Druckschlauches, der untere lauft in eine 3 bis 4em lange Glasréhre zum 
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Abtropfen des Ultrafiltrats aus. Als Material ist Jenaer Glas verwandt, 
das einem Uberdruck bis zu 12 Atm. ausgesetzt werden kann. Die filtrierende 
Flache betragt 3,8 qem. 

Abweichend von Mond und Netter entschlossen wir uns zur Druck 
filtration, weil wir fiir unsere kleinen Ultrafiltratmengen bei Saugfiltration 
einen nicht unerheblichen Verdunstungsfehler zu erwarten hatten. Der obere 
Ansatz des frei hangenden Ultrafiltrationsapparates wird mittels eines Druck- 
schlauches an das Uberdruckventil (Griesheim-Elektron) einer N,-Bombe 
angeschlossen; die angewandten Druckebetrugen 3 bis 4, héchstens 5 Atm. 
[vgl. Burian (21) und Mond). Als Membran benutzten wir die von den 
Géttinger Werken hergestellten Ultrafilter ,,feinst‘‘, welche sehr gleich- 
maBig und gut gearbeitet sind. Sie wurden mit einer Lage Filtrierpapie: 
auf die Metallsiebplatte aufgelegt und mit Gummiringen gegen Glas und 
andere Metallteile abgedichtet. Die Dichtigkeit der Membran gegeniibe: 
dem Serumeiweif ist so konstant und die Montage gelingt so glatt, da®B 
wir unter 40 Ultrafiltrationen nur zweimal zum Unterbrechen und zur 
Neumontage gezwungen waren. 

Um die .,.Membranfehler** in den durch das Material gebotenen Grenzen 
zu reduzieren, wurden die ersten 3 bis 4 Tropfen (d. h. 0,1 cem) verworfen 
und nur zur Priifung auf EiweiBgegenwart benutzt. Zu diesem Zwecke 
tropften wir — nach dem Vorbild der Pandyschen Liquorreaktion — Ultra 
filtrat in ein schwarzes Glasschailchen mit Sulfosalicylsiure oder Trichlor- 
essigsiure; auf diese Weise werden schon die feinsten Triibungen leicht 
erkennbar. Die Ultrafiltration wurde abgebrochen, wenn 1 ccm Ultrafiltrat 
fiir die Titration zur Verfiigung stand, das Serum also von 2,0 auf die Halfte 
(genau 0,8 ccm) eingeengt war. Bei gréBeren Serummengen standen die 
Ultrafiltratmengen im gleichen Verhaltnis. Die quantitative Beachtung 
dieser Bedingungen ist wesentlich; sind doch zahlreiche Faktoren bekannt. 
die eine Konzentrationsverschiebung der Elektrolyte zwischen Serum und 
Ultrafiltrat herbeifiihren kénnen. Eine Herabsetzung der Konzentration 
besonders in den ersten Filtratportionen hat Augsberger (22) als Folge 
sogenannter ,,Membranfehler“’ (Membranabsattigung; VerdiinnungseinfluS 
des Membranwassers) erkannt. Bei der Erklirung der Konzentrations- 
erhéhungen hat man an die Rolle der dispersen SerumeiweiBphase als 
..Nichtlésenden Raum‘ (Mond und Netter, Netter (23), Polanyi, Ruszniak), 
aber auch an die Méglichkeit von Donnan-Gleichgewichten gedacht ( Rona 
und Mitarbeiter); Augsberger halt die Anreicherung im Ultrafiltrat fii 
den EinfluB eines Verdunstungsfehlers, der besonders bei den Saugultra- 
filtrationen in Erscheinung trate. 

Der Einflu8 dieser Faktoren ist beim Einhalten quantitativer Be- 
dingungen als konstant zu betrachten; unter gleichen Verhaltnissen ge- 
wonnene Ultrafiltrate werden zum mindesten untereinander gut vergleich- 
bare Werte liefern. Um uns gegeniiber gréberen Konzentrations- 
verinderungen zu sichern, wurde in den meisten Fallen Cl oder P im Serum 
und im Ultrafiltrat bestimmt, von denen bekannt ist, daB sie frei dialysabe! 
im Serum existieren. Beispiele gibt die Tabelle I. Es zeigt sich weitgehende 
Ubereinstimmung von Serum- und Ultrafiltratwerten. Die Differenzen 
halten sich in der analytischen FehlergréBe. 


Die Ultrafiltration in der geschilderten Art benétigte 6 bis 8 Stunden 
um die fiir die Bestimmung der organischen Sauren  erforderliche 
Menge von 1,0 ccm Ultrafiltrat zu liefern. 
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Tabelle J. 


Beispiele fiir NaCl- und P-Werte im Serum und Ultrafiltrat. 





Name Diagnose Serum Ultrafiltrat 
ss rar 555 mg-° 556 mg-°, NaCl 
ees 620, 631, NaCl 
” | .  s me a P 
are 661 = 661 . NaCl 
Roggensiiss . . Rachitis 60l , ST , NaC] 
Fenk . ... Geheilte Rachitis 658 - 687 a NaC] 
Veidert 7 Tetanie 649 , 649 a NaCl 
5 | geheilt 60l  . 087 Cli, NaC 
— | Tetanie 649 . 636 5 NaCl 
: \ geheilt 643 —C,, 637 = NaC] 
Finger . . .  Erwachsenentetanie 585 , 585 , NaCl 
Voll { Graviditat 579 . 590, NaCl 
: post partum 632 , 632 =, NaCl 
Tippel ‘ — hetogene Kost 650 - 660 * NaCl 
Kirschner . Rachitis 18 . 23 » P 
Greif . ; Tetanie 44. 4 . P 
Losekannt. . . Uramie int + 13.8 , P 


Die nun folgende elektrotitrimetrische Bestimmung der organischen 
Sauren beruht auf dem Prinzip der Pufferung und deren graphischen 
Darstellung in Elektrotitrationskurven.  Beziiglich der Einzelheiten 
verweisen wir auf die Ausfiihrungen von Michaelis (24) und FE. Miiller (25). 
Es sei nur kurz angedeutet, daB die bei der Titration sukzessive durch- 
laufenen py-Werte in unserem Falle eine sogenannte ,,Verdrangungs- 
kurve’ (EF. Miiller) bilden: Die organischen Sauren des Serums 
(bzw. U. F.), nach unseren Kenntnissen starker als die H,CO,, liegen 
am Neutralpunkt in ihren Alkalisalzen vor. Bei Zugabe von HC! wird 
die Dissoziation der organischen Sauren und damit ihre Fahigkeit zur 
Salzbildung zuriickgedringt. Der Dissoziationsgrad « nimmt mit 
wachsender H-Ionenkonzentration nach der Formel ab: x = k/k — h. 
Das freigegebene Alkali neutralisiert die jeweilig hinzugefiigte HC- 
Menge durch NaCl-Bildung. Es resultiert ein py, der nicht durch die 
HCl bestimmt wird, sondern durch die nach dem Massenwirkungs- 
gesetz erfolgende Neueinstellung des Gleichgewichts 
freie Essigsaure 


H 


Na-acetat 


Dieser Vorgang wiederholt sich bei jedem weiteren HCl-Zusatz, der py 
wandert auf die Titrationskurve einer schwachen, puffernden Saure 
zu immer starker saurem Reaktionsbereich. Erst wenn das gesamte 
Alkali der organischen Saéuren zur HCl-Bindung verbraucht ist, wird 
der py von der freien HCl bestimmt, die eine Dissoziation der schwacheren 
Sauren vollkommen zuriickdrangt. 
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Die kurvenmiBige Darstellung dieses Vorgangs in einem Ko 
ordinatensystem gestattet, die Aonzentration der puffernden Saure 
aus der maximalen Abweichung in Richtung der Abszisse abzuleser 
und die fiir die Saiure charakteristische Dissoziationskonstante k aus dei 
H-Ionenkonzentration bei halber Aquivalenzabsittigung zu entnehmen 

Die elektrometrische Titration selbst gestaltet sich folgendermaBen 
Aus Mangel an Material fiihrten wir sie nach dem Vorgehen von Meyer 
hof (26), Perlzweiqg und Delrve in ein und derselben Ausgangslésung 
durch: 1,.0cem Ultrafiltrat wurde in ein kleines Becherglischen von 
221mm Durchmesser einpipettiert und mit einer empirisch ermittelten 
Menge von n/10 HCl versetzt, um einen py in der Nahe des Neutral 
punktes zu erreichen. Dabei gingen wir aus Griinden der Titrations 
genauigkeit -— s. unten nicht iiber die Mengen von 0,12 bis 0,15 cen 
n/lO0 HCL pro Kubikzentimeter Ultrafiltrat hinaus. Normalerweise 
wird damit ein py von 7,5 bis 8,0 erreicht. Nur in Fallen erniedrigter 
Alkalireserve (Graviditat, Rachitis, Uramie) kann mit diesem Zusatz 
gelegentlich schon der Neutralpunkt iiberschritten werden; alsdann 
mu der Kurvenverlauf durch Riicktitration mit n/10 NaOH bis ins 
leicht alkalische Gebiet ermittelt werden. Die aus dem Bicarbonat 
durch n/10 HCl in Freiheit gesetzte CO, wurde ausgetrieben, indem N, 
mittels einer feinen Glaskapillare 30 Minuten lang durch die Fliissigkeit 
hindurchperlte. Alsdann wurde der resultierende py an der Kette 
Chinhydron—Chinhydron (Standardacetat) oder Chinhydron--Gesit- 
tigte Kalomelelektrode gemessen!. Bei der weiteren Titration lieBen 
wir aus einer Mikrobiirette, die einen Zusatz von */jo9, cem mit 
Leichtigkeit gestattete, n/20 HCl in die Untersuchungslésung einlaufen, 
meist in Portionen von 0,05 cem oder nach Bedarf darunter. Bis zum 
pu 5 wurde jedesmal die CO, mit N,-Perlen 15 Minuten lang ausgetrieben, 
bevor der py ermittelt wurde. Der Endpunkt der Titration lag zwischen 
pu 2.5 und 2,1. Samtliche erhaltenen py-Werte werden als Ordinaten 
in ein Koordinatensystem aufgetragen, dessen Abszissen die jeweilig 
zugesetzten HCl-Mengen bilden. Die entstehenden Elektrotitrations- 
kurven werden zum Vergleich in einem zweiten Diagramm so _ iiber- 
einander gezeichnet, daB die Neutralpunkte zusammenfallen. 

Zu einigen Punkten der Methodik sei noch folgendes bemerkt. 

Bei emer Ablesegenauigkeit von *j9. ccm an der Biurette, die mit 
Le chtigkeit gesteigert werden kann, betragt der Titrationsfehler nach 
Zusatz von 0.1 cemn/l0 HCL 5S” . nach Zugabe weiterer 0,05 cem nur mehr 
3,3°,. Im Endpunkt der Titration, der meist bei 0,6 bis 0,7 cem gelegen 
ist. hat sich der Titrationsfehler allmahlich auf 0.7°,, erniedrigt. Bei einer 


1 


Anfangs verwendeten wir ein Méislowiizer Potentiometer, spate 
stets das Tonometer Lautenschldger, welches eine MeBigenauigkeit von 
0.02 py zulaft. 
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Ablesegenauigkeit von 7/j99)9 cem an der Biirette betrigt der Titrations 
fehler schon fiir den ersten 0,05 cem HCl nur 4°... Wie man sieht, ist der 
Titrationsfehler auf jeden Fall in dem hier wichtigen Putferbereich der 
organischen Sauren auf wenige Prozent oder Bruchteile herabgesunken. 
Um ihn schon fiir das Neutralpunktsgebiet nicht zu groB werden zu lassen, 
emptiehlt es sich, den Anfangspunkt der Titration nicht zu nah an py 7 
heranzulegen. Bei Chinhydrongebrauch wird sich allerdings diese Grenze 
nicht weiter ins Alkalische als 7.5 bis héchstens 8 herabsetzen lassen. 

Auf einen weiteren Punkt ware hinzuweisen: Im Laufe einer Titration 
wird durch HCl-Zusatz das Anfangsvolumen fortlaufend verdiinnt. .Wond 
und Netter haben den hierdurch bedingten py-Fehler vermieden, indem 
sie die durch H(C1-Zusatz erreichten py-Stufen in zahlreichen, zu gleichen 
Kkndverdiinnungen aufgefillten Einzelportionen  tfeststellten. Uns war 
dieser Weg durch Materialmange!l verschlossen. Um den Verdiinnungs 
fehler herabzusetzen, aber auch den besprochenen Titrationsfehler nicht 
unnotig zu vergroBern, wahliten wir eine H(Cl-Konzentration von nm 20, 
vegentiber n/40 bzw. n/50 bei Mond und Netter, Anselmino und Hoffman 
Die so erreichten Verditinnungen bewegen sich zwischen dem 1.5- und 
1,7fachen der Ausgangslésung von 1,0 ccm Ultrafiltrat. 

Kolthojj (27) hat vor einiger Zeit diesen VerdiinnungseinfluB auf Grund 
der Aktivitatstheorie fiir die verschiedensten Elektrolyte, unter Beritick 
sichtigung ihrer ,,totalen lonenstarken** und lonendurchmesser mathematisch 
formuliert und experimentell bestaétigt. Wenn man die GréBenordnung 
der zu erwartenden organischen Saéuren mit n/100 bis n/200 ansetzt, dann 
wiren bei einer Verdiinnung auf das 1|,7fache je nach dem vorliegenden 
Elektrolyten annadhernd folgende py-Erhéhungen zu erwarten: Bei dem 
Saure-Salzgemisch eines 


einbasischen Puffers (z. B. Na-Acetat) pq-Erhéhung zwischen 0,008 bis 0,01 
zweibasischen .,  (z. B. Biphthalat) i 3 0,017 ., 0,02 
dreibasischen _,, (z. B. Citrat) = P= 0,034 .. 0,04 


Derartige py-Abweichungen fallen fiir die Genauigkeit unserer Methode 
nicht ins Gewicht; die gréBten Werte liegen dicht oberhalb der MeBgenauig- 
keit eines Lonometers. 

Unter Beachtung der geschilderten Einzelheiten ist die Genauigkeit 
der Methodik sehr befriedigend. Fehlerquellen bieten am ehesten die Ultra 
filtration und der Zusatz der Titrationsfliissigkeit. Der Fehler bei det 
graphischen Registrierung der Kurve haingt von der Feinheit der Gas- 
kettenapparatur ab und betragt bei einer MeBgenauigkeit von 0,02 py 
Bruchteile eines Prozentes. Gelegentliche Streuungen einzelner Punkte 
diirften auf Ungenauigkeiten im HCl-Zusatz beruhen. Bei kurvenmabiger 
Darstellung zahlreicher Messungen wird aber das endgiiltige Resultat 
davon kaum beeinflubt. Die Doppelbestimmungen der organischen Saéuren 
ein und desselben Serums zeigten eine FehlergréBe der Methodik bis zu 3 
Beispiele fiir v6llige Identitat von Kurven desselben Serums bei getrenntet 
Ultrafiltration geben die Abb. 1 und 5. 


Die Berechnung der gefundenen Sduremengen wird aus den folgenden 
Kurvenbeispielen ersichtlich. 


Wie wir oben ausgefiihrt haben, kann die Saéurekonzentration aus det 
maximalen Abweichung der Kurve in Richtung der Abszisse entnommen 
werden. Die Ultrafiltratkurve wird dabei in Beziehung gesetzt zu der 
Elektrotitrationskurve einer Kontrolllésung. welche die wichtigsten an 
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organischen Salze (NaCl, Natriumbicarbonat) und Harnstoff in Serum 
konzentration enthalt (vgl. Mond und Netter!). In besonderen Fallen 
(Tetanie) kann man Na,HPO, in entsprechenden Mengen hinzufiigen 
Die von van Slyke und Palmer (28) eingefiihrten Korrekturen fiir Kreatinin 
Kreatin und Aminoséuren (Glykokoll, Leucin, Alanin) fallen im einzelnen 
fort. Mond und Netter haben die H Cl-Bindungsfahigkeit dieser sechwachen 
Basen bzw. als Basen fungierenden Ampholyte beriicksichtigt, indem sic 
die Rest-N-Gruppe als Harnstoff mit durchschnittlich n/100 einsetzten: 
ein erhéhter Rest-N-Wert wie bei Uramie kann eventuell in der Kontroll- 
losung beriicksichtigt werden. Im allgemeinen sind die H Cl-Mengen, welch: 
von den organischen Sauresalzen und diesen Basen gebunden werden, durch 
eine Zehnerpotenz unterschieden. 

Die endgiiltige Konzentration der organischen Saéuren berechnet sich 
wie folgt: Der maximale Abstand zwischen Ultrafiltrat- und Kontrol] 
kurve betriigt beispielsweise 40 mm; das entspricht einem Mehrverbrauch 
von 0,lcem n/10 HCl, d.h. 


leem Serum ist aquivalent 0,1 cem n/10 lcemn/100 HC! 
100, » sind es 10 =, +n/l0 HCl 
1000, " * sz 1000 »10n/1000 HCl 


Die Konzentration der Séuren im Serum ist also n/100 oder 10 milli- 
molar, in der rechnerischen Annahme, daB es sich um eine einbasische 
organische Saure handelt. 


Ill. 
Wir haben mit dieser Methodik an 40 Bestimmungen durchgefiihrt 
und bringen im folgenden die Ergebnisse. 


Die organischen Saéuren des Rinderserums bestimmten wir in eine 
Konzentration von beispielsweise n/60 und n/83, was der von Mond und 
Netter angegebenen Gr6Benordnung von n/70 bis n/120 entspricht; dic 
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von den Autoren mitgeteilte Dissoziationskonstante p, 3.5 konnten wit 
ebenfalls aus den Pufferungsbereichen aller unserer Kurven errechnen. In 
Abb. 1 sind zwei Kurven dargestellt, die wir bei einer Schwangeren vor und 
nach der Geburt aufgenommen haben. Der Anstieg der organischen Séuren 
wahrend der Graviditat driickt sich in einem flacheren Verlauf der Titrations- 
kurve aus und in einer Abweichung nach der rechten Seite der Abbildung. 
Bei zahlenmaéBiger Auswertung ergibt sich ein Saéuregehalt wahrend der 
Schwangerschaft von n/86 11,5 Millimole gegeniiber einer Konzentration 
von n/133 = 7,5 Millimolen pro Liter Normalserum; die Vermehrung der 
Sauren um n/250 oder 4 Millimole entspricht fast 50°, 
Diese Zahlen sind identisch mit Werten, wie sie bereits Anselmino und 
Hoffmann elektrotitrimetrisch fiir den zehnten Schwangerschaftsmonat 
gefunden haben. Bei der Berechnung der mittleren Dissoziationskonstanten 
ergeben sich Ubereinstimmende Werte von p, 3,6 fiir die Norm und 3,6 
bis 3,75 in der Schwangerschaft. Es sind also in der Schwangerschaft 
vor allem wohl die Sauren vermehrt, welche schon normalerweise das 
Anionendefizit decken. AuSerdem scheinen aber wahrend der Schwanger- 
schaft Saéuren aufzutreten, deren puffernde Eigenschaften zwischen py 5 
bis 6,5 in der Schwangerschaftskurve zum Ausdruck kommen. Es liegt 
nahe, hier an eine Pufferung der Phosphorséure zu denken, deren Disso 
ziationskonstante dieses Pufferbereich beherrschen wiirde. Ebenso wie 
Anselmino und Hoffmann méchten wir dies nach den_ vorliegenden 
P-Analysen [Bock (29)] ablehnen; auch $-Oxybutterséiure und Acetessig- 
saure scheiden auf Grund ihrer Dissoziationskonstanten von 4,41 bzw. 
3,82 aus. 


des Normalwertes. 


Die Abb. 1 zeigt auBerdem die enorme Vermehrung der organisclien 
Sauren im Coma uraemicum eines zehnjihrigen Knaben, welches auf dem 
Boden einer entziindlichen Schrumpfniere entstanden war; es handelte 
sich dabei um eine stille azotaémische Form mit Anstieg der Indikan- und 
Xanthoproteinwerte im Serum auf das 30- bzw. 20fache der Norm. Beide 
Kurven wurden mit dreitagigem Abstand im Serum des Armvenenblutes 
aufgenommen, die zweite kurz ante mortem. Nach den Untersuchungen 
von Straub und Mitarbeitern erfahrt bei Hg-Schidigung der Nieren, 
Nephritis, Nierensklerosen und Uramie der unbekannte Molenrest 
eine ungewohnlich groBe Steigerung, die bis zu 300°, betragen kann 
Auf Grund _ ausfiihrlicher Ionenbilanzen, Bestimmungen der  Leit 
fahigkeit, Gefrierpunktserniedrigung und Rest-N-K6rper hatte Straub 
schon 1922 die Vermutung ausgesprochen, da es sich hierbei um 
Retention organischer Saéuren handelt, welche dauernd aus dem Inter- 
mediarstoffwechsel nachgeliefert werden, aber durch die insuffiziente Niere 
weder als Alkali- noch als Ammoniumsalze ausgeschieden werden kénnten. 
Kiirzlich haben Becher (30) und seine Mitarbeiter berichtet, daB es ihnen 
gelungen sei, aus dem enteiweiBten Serum organische Saéuren in einer 
Menge auszudéthern, die hinreicht, auch die gréBten Schwankungen des 
unbekannten Molenrestes zu decken. So findet er bei Uraimie z. B. Anstiege 
auf 50 Millimole, gelegentlich sogar auf 100 bis 160 Millimole. 


Die Natur dieser Sauren steht im einzelnen noch nicht fest. 
Aus den wiedergegebenen Elektrotitrationskurven berechnet sich die 
maximale Sdaurekonzentration mit 22,5 bzw. 29,5 Millimolen  (geg 
iiber einer Norm von etwa 9 Millimolen). Wenn wir hier aber die 


n- 


bekannten Dissoziationskonstanten von 3.5, 3,6, 3.75 aufsuchen wollen, 
kommen wir in Schwierigkeiten. Der gesamte Kurvenverlauf laBt sich 
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in drei Bogen auflésen. Der erste Bogen reicht von py 7 bis 5. Wie aus 
der hinzugefiigten Kontrollkurve ersichtlich ist. stellt er in seinem Anfangs 
teil die Putferkurve des enorm vermehrten Na,H PO, dar; der anorganisch; 
Serum-P war einmal auf 13, das zweite Mal auf 17 mg- _,, (also das Fiinffach: 
Der SchluBteil des ersten Bogens, zwischen 
welches wir ebenso. wir 
mittles 


des Normalwertes) angestiegen. 
Pu 6,25 und 5 entspricht dem Sauregemisch, 
Anselmino in der Schwangerschaft angetroffen haben und das eine 
Dissoziationskonstante von p, 5,6 besitzen diirfte (Gebiet der Harnsau: 
mit A 15.10-°; Pe 5.8). 

Bogen schlieBt sich an den ersten mit 
Die zugeh6rige Dissoziations 


Der zweite einem kleine: 
pu-Sprung bei py 5 an und reicht bis py 3,8. 
4.4 anzusetzen. welcher die )-Oxybuttersaure 
10-4; 4.73) und 


konstante ware mit p, 
(k 3,86.10—*; yp, 4.41), Essigsiure (& 1.86. 
Oxalsiure (k, = 3,5.10—%; px, 4,46) am nachsten standen. 


Der dritte und gréBte Pufferungsbogen spannt sich zwischen py 3.5 
und 2,25, was einem mittleren py, von etwa 3,0 entsprechen wurde. Hie 
ist neben den HCl-bindenden Ampholyten Glykokoll, Alanin und Leuci 
vor allem an Oxyproteinsauren, weiterhin an die Gruppe der 2- und 3-basischer 
Oxyearbonséuren zu denken, deren erste Dissoziationsstufen in dieses 
Bereich fallen wiirden (Apfelsiure, Weinsdure, Citronenséiure usw.). An 
den Grenzen dieses Gebietes steht die Milchsaure (mit p, 3.81); die Disso 
ziation der Oxalséure in ihrer ersten Stufe (mit p, 1,42) befindet sic] 
hier schon auf dem absteigenden Schenkel. 
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Von den Kurven, welche wir bei Kindern aufgenommen haben, bringen 
wir zundchst Normalkurven (Abb. 2). Diese entstammen samtlich Kindern 
Die errechneten Saéurewerte schwanken zwischen 


75 und 10,25 Millimolen (= !/,.; bis '/y, in Normalitaéten oder 7,75 bis 
2 Die GréBenordnuny 


4s 

10,25 cem n/10 HCl-Verbrauch pro 100 ccm Serum). 
der organischen Saéuren (aus rechnerischen Griinden stets als einbasisch 
angesehen) ist die gleiche, wie sie Mond, Netter, Anselmino und Hoffman: 
elektrotitrimetrisch, Becher durch Ausaéthern aus dem Serum gefunden haben 
Die Tabelle II gibt dariiber Auskunft. 


des ersten Lebensjahres. 
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Tabelle 11. 





Schwankungsbers Hautigster W 
; M 
Konzentratiot Millim par . 
Mond und Netter Rind n/120—n/70 «383 14.5 
{nselmino und 
Hoffmann . .  ErwachseneFranen n/120—n/100 8,3 —10 n 110 y 
Krwachsene . ‘ 
Becher | 8 16 100) 1 
| Mannerund Frauen | j 
Brithl. . . Sauglinge n 129 —-n 97.5 7.75 10.25 ni1l4 S75 


Diese Normalzahlen streuen weit weniger als die aus Kationen- und 
Anionenanalysen erhaltenen Defizitwerte; die Mittelzahlen liegen etwas 
tiefer als die meist angegebenen Durchschnittswerte von 13 bis 19 Milli 
molen, entsprechen aber sehr gut dem mittleren unbekannten Molenrest 
von 9 Milliaquivalenten in der bekannten Heubnerschen lonenbilanztabell: 
Oppenheimer (31), Tannhauser (32)). Da jedoch schon bei den Normalzahlen 
ndividuelle Unterschiede bestehen. haben wir es vorgezogen, alle ab 
weichenden Krankheitsbefunde nach Moglichkeit mit Kurven zu vergleichen 
die in gesundem oder geheiltem Zustande von dem betreffenden Kinde 
erhalten wurden. 

Wie eingangs erwahnt. hatten uns Fragen aus der Pathogenese det 
Sduglingstetanie veranlaBt, diese Mikromethode auszuarbeiten. Bei unserem 
Studium der Atmungsregulation, iiber die wir schon kurz berichtet haben (33), 
waren wir auf die eigentiimliche Tatsache gestoBen, daB CO,-Bindungs 


kurven des pe riphe ren arteriellen Kapillarblutes und des vom Gehirn abtlieBenden 





Abb. 3. 


Venenblutes nicht wie normal zusammenfallen. Dieses durch die itibliche 
Punktion des Sinus longitudinalis gewonnene Venenblut zeigte im Stadium 
der latenten Tetanie eine geringe. im Stadium der Krampftetanie ei 
qroBe Steigerung seiner CO,-Pindungsfahigkeit gegeniiber dem arteriellen Blut 
bis zu 10 Vol.-°,, bei 40 mm CO,-Spannung) (Abb. 3). Auf die Deutung 
welche dieser Befund zusammen mit py-Bestimmungen und Atemvolum 
messungen fiir das Problem der Atmungsrequlation. des Tetaniestoff 
wechsels und der zentralen Erregbarkeitssteigerung zulaBt. soll an anders 


Stelle eingegangen werden. Hier interessiert nur die Frage: Wie kom: 








304 H. Briihl: 


es zu diesem Anstieg der CO,-Bindungsfahigkeit, den anscheinend das Blu 
bei seinem Durchtritt durch das Gehirn erfahrt ? Da wir die Differenz: 
des Gesamtblutes im Serum beider Blutsorten quantitativ wiederfande: 
vereinfachte sich die methodische Seite erheblich. Wir verglichen de: 
Gesamtgehalt an Kationen und fanden ihn im wesentlichen tibereinstimmen: 
Es war auch durchaus nicht vorstellbar, wie das Gehirn tiber viele Tag 
hin in der Lage sein sollte, Alkali abzugeben und somit die CO,-Bindung 
fahigkeit des durchtretenden Blutes zu erhéhen. 

Man mute weiterhin an die Méglichkeit denken, da organische Saure) 
aus dem arteriellen Blute in den Gehirnstoffwechsel iibertreten und Alka 
fiir die schwachere H,CO, freigeben. Wie Abb. 4 zeigt, bestatigte sich dies: 
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Abb. 4. 


Vermutung. Bei dem Kinde Greif (manifeste Tetanie) finden sich im 
venésen AbfluBblut des Gehirns nur 11,25 Millimole organischer Sauren 
gegentiber 17,5 Millimolen im arteriellen Blute; es sind also 6,25 Millimol 
im tetanischen Gehirnstoffwechsel verwertet worden. Diese arterio-vendés 
Differenz konnten wir bei mehreren Tetaniefallen nachweisen, und zwar in 
guter Ubereinstimmung mit den Unterschieden in der (O,-Bindungs 
fahigkeit. Beispiele gibt die Tabelle IIT. 


Tabelle III. 





' : Elektr 
C O,-Bindungsfahigkeit des Blutes F wernt 
bzw. Serums bei 40 mm Spannung sche Ditt 
ia renz it 
Venis Arteriell Differenz uleeedits 
(Sinus) (capillar) en in 
Vol.-%/o Vol.-9 Vol.-° Millimol Millimol 
M. Nees. . . . Krampftetanie 46,7 38,0 8,7 3.8 35 
11. I. 32 (Gesamtblut) 
Roggensiiss . . Dasselbe 56,1 47.85 8.25 3.68 40 
27. I. 32 (Serum) 
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Wenn die Tetanie geheilt ist, verschwindet diese arterio-venése Diffe- 
renz, sowohl die CO,-Bindungskurven wie die Elektrotitrationskurven 
fallen zusammen. (In der Abb. 5 zugleich ein Beispiel fiir die Genauigkeit 
der Methode.) SchlieBlich machen wir noch darauf aufmerksam, daB im 
Krampfstadium beide Kurven ein starkes Anschwellen der organischen 
Saéuren gegeniiber der Normalmenge von 7,75 Millimolen anzeigen. Im 
arteriellen Serum betragt diese Vermehrung auf 17,5 Millimole 225°, des 
Ausgangswertes. Dieser regelmaBig beobachtete Anstieg der organischen 
Sauren steht in Parallele zu dem bekannten Milchsaéureanstieg nach Krampfen 
[Gyérgy (34), Zweifel und Scheller (35) u.a.] und nach exzessiver Muskel- 
arbeit [Hill (36), Mendel (37), Ryffel (38)}, wobei gleichzeitig CO,-Spannung 
im Blute und in der Alveolarluft infolge kompensatorischer H yperventilation 
absinken. Perlzweig und Delrue finden nach Muskelarbeit eine Vermehrung 
der organischen Saéuren im Serum von 8 auf 16 Millimole. Der Anstieg der 
Milchséure im Blute, welche unmittelbar nach den Krampfen im héchst- 
falle mit 50 bis 70 mg-°, d. h. in einer Konzentration von 4 bis 8 Millimolen 
anzusetzen ist, vermag den Betrag nur zum Teil zu decken. Milchséure- 
werte von 213 mg-°, (d. h. etwa 24 Millimole), wie sie Mader (39) bei 
Tetanus gefunden hat, sind sicher als Ausnahmen zu betrachten. 

Gleichsam spiegelbildliches Verhalten sehen wir nun _ interessanter- 
weise bei der Rachitis, wofiir die Abb. 5 von mehreren Fallen ein charak- 
teristisches Beispiel bringt. Gegeniiber der Norm von 9 Millimolen sind 
die organischen Saéuren auf 4 Millimole abgesunken. Gydérgy (40) hat dies 
bereits fiir die Milchsaéure wenn auch in weit geringerem Mabe an- 
gegeben und mit der rachitischen Herabsetzung der Blut- und Organ- 
glvkolyse in Zusammenhang gebracht [Freudenberg und Mitarbeiter (41, 42)]. 
Wie die von uns gefundene Verminderung der organischen Saéuren des Blutes 
innerhalb des rachitischen Stoffwechsels gedeutet werden mu, soll hier 
nicht diskutiert werden. 








7 , 
— #1 — > 7 NL 
0 0S Of OS gz aes 0 G05 Gf O15 Q2 425 
j an ér ——ee ee 
ng ae 


-_ ——— a 
i a 
“ o 






f= Rachitis Morid. 10M38 
/ f\ owenm 9” gehelt 9 


,, === Kontrolkurve Nn | &§ fF #$(| — @ooos Aontrolkurve 


s 
<5 
~ 
~ be a 
s 
= 





' 
| se: ice TD aes Ie a 
il v | 
. H 6 
i) 
| 45 
a 7. J 8 


Abb. 5. Abb. 6. 


In der letzten Abbildung (6) haben wir Kurven von zwei alteren Kindern 
dargestellt, welche zur Behandlung einer Coliinfektion der Harnwege 
ketogene Diat (d.h. reichlich Fett und EiweiB, sehr knapp an Koblen- 
hydraten; ketogener Faktor 1,3 bis 2,3) erhielten. Die organischen Sauren 
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sind in gesteigerter Konzentration von n/80 und n/57 vorhanden, was einen 
Gehalt von 12,5 und 17,5 Millimol entspricht. Bei der einen Kurve ist deutlic} 
die Aufbiegung ausgebildet, welche wir schon von der Urimiekurve zwische1 
pu 3,8 und 3,75 kennengelernt haben. 

Kine eingehendere Analyse ist bis jetzt kaum mdéglich. Doch hoffen 
wir, durch elektrotitrimetrische Darstellung der organischen Séuren bei 
den verschiedensten pathologischen Stoffwechselzustinden zu _ weitere: 
Erkenntnis der organischen Sauren vordringen zu k6énnen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Methode beschrieben, die erlaubt, in 2 cem Serum 
die organischen Sauren mit einer Fehlergr6Be bis héchstens 3°, zu 
bestimmen. 

2. Diese Methode beruht auf dem von Mond und Netter angegebenen 
Prinzip der elektrometrischen Titration der organischen Sauren. Die 
Titration wird in 1,0 cem Ultrafiltrat, erhalten durch Mikro-Druck- 
ultrafiltration unter 3 Atm., mit n/20 HCl ausgefiihrt und liefert eine 
sogenannte ,,Verdrangungskurve*. 

3. Die Kurve wird graphisch dargestellt, zu einer Leerkurve ode 
Normalserumkurve in Beziehung gesetzt und gestattet die Ermittlung 
der gesamten Molaritat und der mittleren Dissoziationskonstanten 

4. Die Ergebnisse von Mond und Netter fiir das Rinderserum 
von Anselmino und Hoffmann fiir die Schwangerschaftsazidose werden 
bestatigt. 

5. Die normale Saurenkonzentration liegt zwischen n/130 und 
n/97,5, d. h. zwischen 7,75 und 10,25 Millimolen. Diese Menge reicht 
aus, um das Anionendefizit zu decken. Die mittlere Dissoziations- 
konstante liegt bei etwa p, = 3,6. 

6. In der Uramie, nach tetanischen Krampfen und unter ketogene: 
Diit sind die organischen Saéuren vermehrt. Die héchste Konzen- 
tration wird zu n/34,4 = 29,5 Millimolen gefunden. Die Analyse 
der Kurven ergibt mehrere Pufferbereiche mit wechselnden Dissoziations- 
konstanten. 

7. Bei der Sauglingstetanie laBt sich mit der Methodik ein Ver- 
schwinden organischer Séiuren im Gehirnstoffwechsel feststellen 
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Uber die Verteilung des Zuckers im Blute urd iiber die 
Zuckerpermeabilitit der roten Blutkérperchen. 


Von 


Ladislaus Mosonyi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kgl. ung. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 25, Oktober 1932.) 


Das Problem der Verteilung des Zuckers im Blute zwischen Plasma 
und Blutkérperchen im Zusammenhang mit der Zuckerpermeabilitat 
der roten Blutkérperchen scheint an sich nicht sehr verwickelt zu sein 
und la&8t sich in folgende Einzelprobleme sondern: 

a) Besteht im kreisenden Blute des normalen Tieres kein Unter- 
schied im Zuckergehalt der Blutkérperchen und des Blutplasmas, 
so muB hieraus geschlossen werden, daB die Kérperchen fiir den Zucker 
leicht und vollkommen permeabel sind; in diesem Falle muB, wenn man 
Zucker in den Kreislauf einbringt, der Zuckergehalt der Blutkérperchen 
und des Plasmas nach einer kurzen Ubergangszeit gleich stark erhéht 
gefunden werden. 

b) Wiirden die Blutkérperchen gewisser Tierarten zuckerfrei 
géfunden, so wiirde erwiesen sein, daB diese Blutkérperchen fiir Zucker 
nicht permeabel sind. 

c) Findet sich ein regelmaBiger Unterschied im Zuckergehalt 
der Blutkérperchen und des Plasmas im kreisenden Blute, und stellt 
sich dieses Gleichgewicht nach Einbringung von Zucker erst allmablich: 
wieder ein, so folgt hieraus, daB die Blutkérperchen fiir den Zucker 
schwer permeabel sind. In solchen Fallen kann man aus wiederholten 
in gewissen Zeitraumen ausgefiihrten gleichzeitigen Zuckerbestimmungen 
in Blutkérperchen und Plasma Aufschlu8 iiber den zeitlichen Verlaut 
des Eintritts des Zuckers in die Blutkérperchen gewinnen, indem sich 
das Verhaltnis zwischen der Zuckerkonzentration in Blutkérperchen 
und Plasma in der einen oder in der anderen Richtung andern muti 

d) Durch gewisse Eingriffe (z. B. Einbringung von Insulin) wird 
die Verteilung des Zuckers zwischen Blutkérperchen und Plasma 
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geindert; es muB untersucht werden, ob diese Anderung mit einer 
yeainderten Permeabilitat der Blutkérperchen in Verbindung gebracht 
werden kann oder nicht. 


Auf die Literatur tiber die Zuckerpermeabilitét der Blutkérperchen 
will ich an dieser Stelle nicht, und auch im weiteren Verlauf dieser 
Erérterungen nur ganz kurz eingehen; es sei nur folgendes hervor- 
gehoben. 


Zuckergehalt und -permeabilitaét der roten Blutkérperchen sind Fragen, 
die eng miteinander verbunden sind; doch geschieht ihre Feststellung auf 
verschiedenen Wegen, denn die erstgenannte Frage bezieht sich auf einen 
gegebenen Zustand, die zweitgenannte auf einen in der Zeit verlaufenden 
Vorgang. Beziiglich gewisser Blutkérperchenarten ist es auf Grund der 
vorliegenden Angaben kaum médglich, mit Sicherheit anzugeben, ob sie 
Zucker enthalten oder nicht, bzw. ob sie fiir Zucker durchlassig sind oder 
nicht. Die Schwierigkeiten sind um so gréBer, da sich viele Angaben nicht 
auf das Verhalten der in ihrem natiirlichen Milieu, im Plasma, suspendierten 
Blutkérperchen beziehen, sondern auf Blutkérperchen, die aus dem Blute 
isoliert und mit verschiedenen Lésungen behandelt wurden. Da8B es bei 
diesem Stande der Dinge, und weil auf den engen Zusammenhang zwischen 
Zuckergehalt und -permeabilitét nicht geachtet wird, zu Widerspriichen 
kommt, ist nicht zu verwundern; so z. B. daB von derselben Blutkérperchen- 
art an einer Stelle angegeben wird, daB sie Zucker enthalten, an einer 
anderen, da®B sie fiir Zucker impermeabel sind! Die Unwahrscheinlichkeit 
bzw. der Widerspruch in dieser Angabe ist augenscheinlich. 


Nachstehend soll tiber Versuche berichtet werden, die ich an Blut 
von Menschen und Hunden unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
ausgefiihrt habe, und die geeignet sind, einiges zur Klarung der ob- 
schwebenden Fragen beizutragen. In ihrer Einrichtung lehnen sie sich 
an die von Wiechmann! und Rona und Sperling? an. 


I. Methodik meiner Versuche. 


Als wichtigstes Moment erachtete ich es, die Versuche an unmittelbar 
vorher entnommenem Vollblut und daraus bereitetem Plasma, also nicht 
etwa an defibriniertem Blute, an gewaschenen Blutkérperchen usw. aus- 
zufiihren. Das Blut wurde durch Venaepunktion (in der Ellenbeuge am 
Menschen, an der unteren Extremitét an Hunden) entnommen; a) ein Teil 
(10 cem) des Blutes wurde in eine paraffinierte Schale flieBen gelassen und 
dieser die zur Zuckerbestimmung im Vollblut nétigen Mengen entnommen; 
b) 10 cem des Blutes wurden ohne jeden gerinnungshemmenden Zusatz in 
mit Paraffin ausgegossenen Réhren so lange (5 Minuten) zentrifugiert, his 
etwa 2ccm noch ungeronnenes Plasma abgehoben werden konnten ; c) gleich- 
zeitig wurde Blut in zwei etwa 150 mm lange, den Kottmannschen ahnliche 
Kapillarréhren aufgesogen, mit 2'/, 'iger Bichromatlésung im Réhrchen 
verdiinnt und 1 Stunde lang scharf zentrifugiert. Aus den nach 10 Mi- 
nuten (¢,) und nach 1 Stunde (¢,) abgelesenem Stande der Blutkérperchen- 


1 Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 41, 462, 1924. 
2 Diese Zeitschr. 175, 253, 1926. 
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saulen (v, und v,) konnte das korrigierte Blutkérperchenvolumen auf Grund 
folgender, von Hirota! empfohlenen Formel ermittelt werden: 


y — —t 
fy ty 
Ve Vv) 


Das Blutkérperchenvolumen, in den Tabellen iiberall als KV_ be 
zeichnet, diente zur Berechnung des Zuckergehaltes der Blutkérperchen 
aus dem des Vollblutes und des Blutplasmas, indem der prozentuale Zucker 
gehalt der Blutkérperchen gleich ist: 


( Vollblutzucker-", 


Plasmazucker-°,, « Plasmavolum-° 
; °) 100 
00 


Blutkérperchenvolum °, 


100 Voliblutzucker-°,, — Plasmazucker-°,, » Plasmavolum-°,, 
Blutkérperchenvolum-°,, 


Der Zuckergehalt im Vollblut und im Plasma wurde jedesmal in je 
0,leem nach Hagedorn und Jensen bestimmt, und zur Berechnung de1 
Endergebnisse im Falle héherer Zuckerkonzentrationen die von mir aus 
gearbeitete Tabelle I* benutzt. 

Es wurden ausgefiihrt Versuche: a) an niichternen Menschen und 
Hunden, b) mit Zuckerbelastung an normalen Menschen und Hunden, 
c) mit Zuckerbelastung an pankreasdiabetischen Hunden, d) Insulin 
versuche an normalen Hunden, e) Insulinversuche an pankreasdiabetischen 
Hunden. 

In allen diesen Versuchen wurden die Bestimmungen zunachst an 
Menschen bzw. an Hunden im niichternen Zustande ausgefiihrt, sodann 
folgte der betreffende Eingriff (Einbringung von Zucker, Einspritzung 
von Insulin). 

In der jeder einzelnen Versuchsgruppe beigegebenen Tabelle ist das 
Ergebnis der direkten Bestimmung der Zuckerkonzentration im Vollblut 
und im Plasma, sowie die hieraus berechnete Zuckerkonzentration in den 
Blutkérperchen angegeben, ferner die Blutkérperchenzuckerkonzentration 
in Prozenten der Plasmazuckerkonzentration ausgedriickt, und im Text 
sowohl wie in den Tabellen iiberall als V.-Zahl (Verhaltniszahl) bezeichnet. 


II. \ ersuchsergebnisse. 
a) Verteilung des Zuckers im Blute normaler Menschen und Hunde. 


Zur Beurteilung einer etwaigen Einwirkung verschiedener Momente 
auf die Verteilung des Zuckers im Blute war es wiinschenswert, zundachst 
ins klare zn kommen, wie diese Verteilung an normalen Individuen be 
schaffen ist, um so eher, da die Ansichten hieriiber auch in den neuesten 
Mitteilungen nicht einheitlich sind. 

In der Tabelle I sind die Werte zusammengestellt, die ich an gesunden 
jungen Mannern, denen Blut im niichternen Zustande entnommen wurde. 
erhielt. Die V.-Zahl betrug im Mittelwert aller Versuche 76; die Zucker 
konzentration ist also in den Blutkérperchen um den vierten Teil kleiner 


' J. of Biophys. 1, 233, 1925. 
* Diese Zeitschr. 238, 95, 1931. 
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ils im Plasma. Ahnliche Verhaltnisse wie an Menschen habe ich auch an 
Hunden gefunden, mit dem Unterschied, daS die Blutkérperchen hier im 
Vergleich zum Plasma noch weniger Zucker, und zwar im Mittelwert aller 
Versuche 65°, des Plasmazuckers enthalten, in guter Ubereinstimmung 
mit Fontés und Thivolle', die im Durchschnitt von neun Versuchen 69 
erhielten. Die in der Tabelle Il zusammengestellten Werte sind dieselben, 
die auch in den spateren Tabellen III und VIII als Niichternwerte ent- 
halten sind; sie wurden jedesmal vor dem auf seine Wirkung hin zu unter- 
suchenden Eingriff erhalten. 
Tabelle J. 


Niichternwerte an gesunden Menschen. 





Zuckerkonzentration in °/ 








Name -_ ind. Blut-) y.-Zahl Bemerkungen 
Vollblut ence —— 
ML... . | 0,088 0,102 0.074 Ti 3. XIT. 1930; KV. 50% 
8 Ee 0,091 0,107 0,069 65 12. XII. 19380; KV. 42% 
8.G. ... 0,087 0,098 | 0,077 78 13. XII. 1930; KV. 49%, 
SS sea 0,087 0,098 0,070 71 31. XII. 1930; KV. 43%, 
SS Se 0,102 0,113 0,091 80 6. I. 1931; KV. 61% 
i See 0,088 0,100 0,075 75 3 I. 1981; KV. 49% 
Ms ss 0,104 0,111 0,096 86 17. II. 1981; KV. 50% 
ae 3 0,102 0,112 0,092 82 18. II. 1931; KV. 51% 
_) Saree 0,104 0,111 0,098 88 aa: 3h. Sk: RY. 52% 


Mittelwert : 76 


Tabelle II. 


Niichternwerte an normalen Hunden. 





Zuckerkonzentration in © 





Hund _ : ind Blut-| V.-Zahl Bemerkungen 

Vollblut | Plasma | ee 

Zinnober .. 0,104 0,128 0,083 65 21. XI. 1930; KV. 51% 

Boletta . . 0,096 0,131 0,062 47 28. XI. 1930; KV. 51% 

Roka . .. 0,080 0,116 0,058 50 10. XJ. 1931; KV. 62% 
0,084 0,110 0,068 62 19. XI. 1981; KV. = 68% 
0,105 0,117 0,098 84 31. XII. 1931; KV. 62% 
0,101 0,137 0,082 60 5. I. 1982; KV. = 66% 
0,114 0,134 0,100 74 8. I. 1932; KV. 60% 

Farkas . . 0,093 0,101 0,088 88 19. I. 1982; KV. = 638% 
0.100 0,126 0,080 63 26. I. 1982; KV. = 56% 

Cigany .. 0,108 0,130 0,092 71 1. I. 1982; KV. = 58% 
0.088 0,110 0,072 65 8. IL 1968; KV. 58% 

Bandi. . . 0,110 0,123 0,096 78 14. I. 1982; KV. = 48% 
0,091 0,111 0,072 65 21. II. 1982; KV. = 62% 
0,093 0,127 0,063 50 8. Til. 1988; KV. = 61% 
0,095 0,129 0,074 57 17. III. 19382; KV. 62% 


Mitte] wert : 65 


1 C.r.d.1. Soc. de Biol. 100, 1198, 1929. 
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Um nur die neueste Literatur beziiglich des Menschenblutes zu beriick 
sichtigen, sei erwahnt, daB der von Sribner und Rappaport’ allerdings nu 
an drei Menschen erhaltene Wert 80, der von Somogyi? an 36 Menschen 
erhaltene aber 77 betragt, also beinahe dasselbe, wie in meinen Versuchen. 
(Bei Somogyi ist nur der reine vergiirbare Zucker in Betracht gezogen, nicht 
aber die Summe aller reduzierenden Substanzen.) Demgegeniiber seien die 
wesentlich abweichenden SchluBfolgerungen von Wiechmann*® niéher be 
sprochen. Es handelt sich hier um 15 Menschen, an denen fiir die V.-Zah! 
90 bis 113 erhalten und hieraus gefolgert wurde, daB der Zuckergehalt in 
Blutkérperchen und Plasma des Menschen derselbe sei. Nun ist aber zu 
bedenken, daB in 12 von den 16 Blutproben als V.-Zahl bloB 90 bis 97 
gefunden wurden, und nur in vier anderen 100 bzw. weit mehr als 100 
Ich stehe nicht an, fiir diese letzteren vier Falle Bestimmungsfehler an 
zunehmen (wie solche in Serienversuchen kaum zu vermeiden sind, und 
sicherlich auch mir untergekommen sind) und auch aus Wiechmanns 
Versuchen zu schlieBen, daB die Zuckerkonzentration der Blutkérperchen 
kleiner ist als die des Plasmas. Ebensowenig kann ich, wenigstens beziiglich 
meiner Versuche Wiechmanns Annahme gelten lassen, wonach der von 
ihm bestrittene geringere Zuckergehalt der Blutkérperchen von glykolyti- 
schen Vorgéngen herriihrt, denen zufolge in der Blutprobe wahrend der 
Zeit von ihrer Entnahme bis zu ihrer Aufarbeitung Zucker aus den Blut- 
kérperchen schwindet. Da es mir némlich infolge der entsprechenden Mit- 
hilfe im Laboratorium méglich war, zwei Blutproben sofort nach ihrer 
Entnahme zur Gewinnung von Plasma zu zentrifugieren, und unterdessen 
aus einer dritten Blutprobe je 0,10cem zur Bestimmung des Vollblut- 
zuckers abzumessen, kann angesichts der kaum | bis 2 Minuten wihrenden 
Zeit, die hierzu benétigt wurde, von einer Glykolyse bei der Vollblut- 
analyse keine Rede sein, bei der Plasmaanalyse kommt sie aber iiberhaupt 
nicht in Betracht. Aber umgekehrt lassen sich gewisse Bedenken gegen 
den Zusatz der die Glykolyse hemmen sollenden Reagenzien in Wiechmanns 
Versuchen nicht verschweigen, denn es ist durchaus méglich, daB diese 
Zusitze die Blutkérperchen bzw. ihre in betreff der Permeabilitaét mab- 
gebenden aéuBeren Schichten, ohne eine wirkliche Himolyse zu verursachen, 
derart schadigen, daB ihre Permeabilitét geandert, z. B. erhéht wird, dem- 
zufolge dann einfach infolge des Konzentrationsgefilles aus dem zucker 
reichen Plasma mehr Zucker in das Innere der zuckeriirmeren Blutkérper- 
chen gelangt, und Wiechmann auf diese Weise zu den héheren V.-Zahlen 
kommt. 

Beziiglich des Mechanismus der von den oben genannten Autoren und 
von mir gefundenen eigentiimlichen Verteilung des Zuckers gibt es mehrere 
Méglichkeiten. So kénnte man daran denken, daB vielleicht die Blut 
kérperchen einen Teil des Zuckers in gebundenem Zustande enthalten 
und dieser Anteil der Bestimmung durch Reduktion entgeht. Da nun 
Roéna in seinen beriihmt gewordenen Versuchen mittels der Kompensations- 
dialyse bewiesen hat, daB es auBer dem dialysablen keinen Zucker im 
Blute gibt, kommt diese Méglichkeit nicht in Betracht. 

Dann wire eine Verteilung im Sinne des bekannten Henryschen Gesetzes 
méglich, denn Plasma und Blutkérpercheninhalt sind, wenn auch beide 


1 Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 71, 314, 1930. 
2 J. of biol. Chem. 78, 117, 1928. 
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wisserige Fliissigkeiten, doch von verschiedener Zusammensetzung und 
verschiedenem Trockensubstanzgehalt (etwa 10°, im Plasma, und iiber 
30° in den Blutkérperchen), und diese Unterschiede kénnen eine ungleiche 
Konzentration des Zuckers in den beiden Medien bedingen. Auch ist es 
méglich, daB infolge der Oxydationen, die in den Blutkérperchen ebenso 
wie in den anderen Kérperzellen vor sich gehen, fortdauernd Zucker aus 
ihnen verschwindet, und infolge ihrer schon von Fontés und Thivolle! 
betonten schweren Zuckerpermeabilitét nur langsam bzw. immer ver- 
spaitet vom Plasma her ersetzt wird. Anders im Plasma, aus dem zwar 
Zucker ebenfalls standig verschwindet, doch nicht etwa infolge rasch 
verlaufender Oxydationsvorginge, sondern infolge des Abflusses gegen 
die zuckerhungrigen K6rperzellen; dieser Zuckerverlust wird aber vom 
Glykogenlager her rasch und sténdig ersetzt. Ist diese Annahme richtig, 
so handelt es sich (bei ein fiir allemal gegebener Zuckerpermeabilitaét der 
Blutkérperchen) um ein dynamisches Gleichgewicht, dadurch charakterisiert, 
daB die Zuckerkonzentration in den Blutkérperchen des Menschen und des 
Hundes stets geringer ist als im Plasma. 


b) Verteilung des Zuckers bei Zuckerbelastung. 


Durch die vorangehend beschriebenen Versuche ist die Tatsache 
erwiesen, daB die Blutkérperchen vom Menschen und vom Hund Zucker 
enthalten, wenn auch weniger als das Plasma; daher sie fiir Traubenzucker 
permeabel sein miissen. Uber den Grad der Permeabilitét sagen sie aber 
nur wenig aus. Mehr Auskunft war aus nachfolgenden Versuchen zu er- 
halten, in denen an Hunden die Bestimmungen erst im niichternen Zustande 
ausgefiihrt, sodann in gewissen Zeitabstaénden nach peroraler Einfuhr von 
Traubenzucker (50 g in 300 cem Wasser gelést) wiederholt wurden. Be- 
trachtet man die in Tabelle III zusammengestellten Daten, so fallen mehrere 
Momente auf: a) die Zuckerkonzentration ist sowohl in den Blutkérperchen 
wie auch im Plasma 40 Minuten nach Einbringung des Zuckers betrachtlich 
angestiegen, b) bis zum Ende der Beobachtungsdauer ist sie zwar wieder 
abgefallen, doch steht sie nach diesem Abfall noch immer hdéher als zu 
Beginn des Versuchs; c) im Plasma steigt der Zuckergehalt steiler an und 
erreicht sein Maximum friiher als in den Blutkérperchen, so daB in den 
letzteren ein héherer Wert noch zu einer Zeit bestehen kann, wo der Abfall 
im Plasma bereits begonnen hat. Als Ausdruck dieser Vorginge sieht man 
die V.-Zahl in der ersten nach der Glucoseeinfuhr ausgefiihrten Bestimmung 
unter den Anfangswert sinken, spater aber iiber jenen Wert, ja iiber 100 
ansteigen, zum Zeichen dessen, daB nun der Zuckergehalt der Blutkérperchen 
héher ist als der des Plasmas, wie dies auch von John* am Menschen ge- 
funden wurde, wihrend Rona und Sperling! in ihren an Kaninchen aus- 
gefiihrten Versuchen dergleichen nur fanden, nachdem sie den Tieren 
Insulin eingespritzt hatten. Der Umstand, daB die Zuckerkonzentration 
in den Blutkérperchen langsamer als im Plasma ansteigt, ist nicht anders 
zu deuten, als daB sie fiir Zucker schwer permeabel sind. Auf dieselbe Weise 
1aBt sich erklaren, daB spaiter die Zuckerkonzentration in den Blutkérperchen 
gr6Ber ist als im Plasma. Sobald naémlich der ZufluB des resorbierten 
Zuckers vom Darm in das Plasma aufhért, ist nicht nur der weiteren Zu- 
nahme der Zuckerkonzentration daselbst ein Ende gesetzt, sondern es 


1 loc. 
2 The J. of laborat. a. Clin. Med. 15, 713, 1930. 
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Tabelle III. 


Zuckerbelastung an normalen Hunden. 





Zuckerkonzentration 


in %5 
Hund Zeitpunkt 2 : in den V-Zahl Bemerkungen 
im im Blut- 
Voliblut Plasma _ kérper- 
chen 
Réka Vor Dextrose 0,080 0,116 0,058 50 10. XT. 1931 
40’ nach Dextrose 0,126 0,205 0,094, 46 | 35g Dextrose 
= . 0,104 0,164 0,100 60 KV. = 62% 
Vor Dextrose 0,084 0,110 0,068 62 19. XI. 1931 
40’ nach Dextrose 0,103 0,141 0,082 68 50g Dextrose 
- a4 0,100 0,125 0,086 69 KV. = 638% 
alae bs 0,102 0,152 0,073 48 
Farkas Vor Dextrose 0,100 0,126 0,080 63 26. I. 1932 
40’ nach Dextrose 0,133 0,170 0,104. 61 50g Dextrose 
— Re 0,148 0,152 0,146 96 KV. 56% 
jo ‘2 0,106 0,099 0,112. 113 
a an - 0,096 0,093 0,099 106 
Cigany Vor Dextrose 0,088 9,110 0,072 65 3. II. 1932 
40’ nach Dextrose 0,124 0,204 0,067 33 50g Dextrose 
_ eee a 0,140 0,192 0,103 53 KV. = 58% 
oe pe 0,108 0,118 0,101 85 
Bandi Vor Dextrose 0,091 0,111 0,072 65 21. II. 1932 
40’ nach Dextrose 0,157 0,211 0.106 50 50g Dextrose 
ie A 0,128 0,162 0,096 60 KV. = 51% 
ae = a 0,134 0,129 0.139 107 
a re 0,116 0,118 0,114 97 


beginnt sofort ihr Abfall infolge des Abflusses des Zuckers gegen die Gewebe. 
Dadurch kommt es wohl nur fiir eine ganz kurze Zeit zu einem Ausgleich 
der Zuckerkonzentrationen in Plasma und Blutkérperchen (V.-Zahl = 100!). 
Diesen Zeitpunkt durch Bestimmungen zu erfassen, kénnte nur durch 
einen ganz unwahrscheinlichen Zufall gelingen, denn im nachsten Augenblick 
machen sich schon die Folgen der schweren Permeabilitat der Blutkérperchen 
geltend. Waren sie namlich fiir Zucker leicht permeabel, so wiirde aus ihnen 
Zucker mit derselben Geschwindigkeit in das Plasma hiniibertreten, wie 
er aus diesem gegen die Gewebe abstrémt ; infolge der schweren Permeabilitat 
ist dies aber nicht méglich, was eben zur Folge hat, daB der Blutkérperchen- 
zucker sich einige Zeitlang iiber dem Niveau des Plasmazuckers erhalten 
kann. 


Von vier an Menschen ganz ahnlich angelegten Versuchen ist einer 
infolge Analysenfehlers miBgliickt ; ein zweiter wies ganz und gar unmégliche 
Werte auf, daher in Tabelle IV nur die Daten von zwei gelungenen Ver- 
suchen mitgeteilt sind. Es geht aus ihnen hervor, daB 80 bzw. 120 Minuten 
nach der Zuckereinfuhr die Zuckerkonzentration in den Blutkérperchen 
héher war als im Plasma, ganz ahnlich, wie dies auch von Wiechmann 
beziiglich des Menschen beschrieben ist. 
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Tabelle 1V. 


Zuckerbelastung an gesunden Menschen. 





Zuckerkonzentration 


In “6 
. Pat : i y V.- me - 
Name Zeitpunkt -_ a 5 Zail Bemerkungen 
Voliblut Plasma kirper- 
chen 
R. Z. Vor Dextrose 0,104 0,111 0,096 86 17.11. 193) } 
40’ nach Dextrose 0,137 0,151 | 0,125 82 50¢ Dextrose 
Ow je 0,117 0,113 0,121 107 KV. 50% 
wy ss ~ 0,107 0,104/0,108 104 
P.P. Vor Dextrose 0,102 0,112 | 0,092 &2 18. IL. 1931 
40’ nach Dextrose 0,107 0,128 | 0,087 68 50g Dextrose 
ae re 0,098 0,098 0,098 100 KV. 61% 
ee om 0,096 0,094 0,098 104 


Es folgt aus diesen Versuchen nicht nur die Tatsache der Zucker- 
permeabilitat der Blutkérperchen, sondern auch, dap sie fiir Zucker schwer 
permeabel sind. Auf Grund dieser schweren Permeabilitat kénnen sonst 
schwer deutbare Unterschiede im Zuckergehalt vom Plasma und Blut- 
k6érperchen erklairt werden. 


c) Verteilung des Zuckers im Blute diabetischer Menschen. 


Durch die auch gegenwartig noch gar nicht geklarten kausalen Be- 
ziehungen zwischen dem diabetischen Kohlenhydratstoffwechsel und den 
Einzelvorgingen im Zelleben wurden mehrere Forscher dazu veranlaBt, 
die Zuckerverteilung im Blute bei Diabetes zu untersuchen. Auch ich 
fiihrte solche Versuche aus, und zwar einerseits an ambulanten Diabetikern, 
die dem Institut zugeschickt wurden, andererseits an Hunden, an denen 
vorher die Totalexstirpation des Pankreas vorgenommen wurde. Es haben 
sich hierbei wesentliche Unterschiede zwischen dem Verhalten des Menschen- 
und Hundeblutes ergeben. 

Aus den an sieben Mannern erhaltenen, in Tabelle V  zusammen- 
gestellten Ergebnissen geht hervor, daB sich der Diabetiker beziiglich der 
Verteilung des Zuckers in seinem Blute vom Gesunden nicht wesentlich unter- 
scheidet: der Mittelwert der V.-Zah! betrug an Gesunden 76, am Diabetiker 
betragt sie 83. Ein Zusammenhang zwischen den recht stark schwankenden 
Einzelwerten und der Héhe des Blutzuckers ist nicht deutlich nachzuweisen, 
obzwar es auffallen muB, daB der einzige durch seine Niederheit von den 
anderen stark abweichende Wert gerade in einem der beiden Versuche 
vorkommt, in denen die Blutzuckerkonzentration weit héher war als in 
allen anderen Versuchen. (Hiertiber siehe noch weiter unten!) Der Mittel- 
wert, den ich aus Wiechmanns an 43 Diabetikern ausgefiihrten Versuchen 
berechnet habe, betragt 77, ist also sehr Ahnlich dem von mir an Diabetikern, 
wie an Gesunden, gefundenen. Wenn Wiechmann sagt, daB am Diabetiker 
die Verteilung eine andere ist als beim Gesunden, so riihrt dies davon her, 
daB er am Gesunden die Zuckerkonzentration wie ich ausgefiihrt habe 
unrichtigerweise im Blutkérperchen und Plasma des Gesunden gleich groB 
gefunden hat. 
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Tabelle V. 


Niichternwerte an diabetischen Menschen. 





Zuckerkonzentration in °%/9 


Name im oe ind. Blut-) V.-Zahl Bemerkungen 
Voliblut | Plasma = 
cehen 
0,114 0,119 0,108 90 6. IIl. 1931; KV. 44°, 
ss a 0,127 0,134 0.117 87 11. Il. 19381; KV. 42% 
SS 0,143 0,161 0,120 74 12. 0. 1961; KY. 44°) 
OS? eae 0,171 0,182 0,158 87 14. II]. 19381; KV. 46°, 
a» as 0,185 0,187 0,182 97 6. III. 1931; KV. 43% 
“ia 0,263 0,290 0,232 80 fh. III. 1981; KV. 45% 
K.E.... | 0,265 | 0,806 | 0,207 68 4. III. 1931; KV. = 41% 


Mittelwert : 83 


d) Verteilung des Zuckers im Blute pankreasdiabetischer Hunde. 


Anders zu beurteilen sind die in Tabelle VI zusammengestellten Er- 
gebnisse der an drei Hunden nach Totalexstirpation des Pankreas aus- 
gefiihrten Versuche; es waren dies drei von den fiinf Hunden, deren 
Niichternwerte im gesunden Zustande an der Hand der Tabelle II be- 
sprochen wurden. Wie dort erwahnt, betrug in den an den normalen 
Hunden ausgefiihrten Versuchen die V.-Zahl im Mittel 65; im pankreas- 
losen Zustande betragt sie weniger, bloB 51. Da bei den starken Schwan- 
kungen ein Vergleich von Mittelwerten vielleicht als unstatthaft erachtet 


Tabelle VI. 


Niichternwerte an pankreasdiabetischen Hunden. 





Zuckerkonzentration in °/, 





Hund im im army V.-Zahl Bemerkungen 
Vollblut Plasma ei 
chen 
Farkas 0,225 | 0,365 0,155 42 30. I. 1982; KV. = 67% 
2. If. 1982; KV. = 59% 


0,257 | 0,403 0,156 38 
0,247 | 0,381 0,151 39 18. If. 1982; KV. = 39% 


Cigany 0,267 = 0,341 0,204 59 14. II. 1982; KV. = 59% 
0,283 | 0,351 | 0,221 6% 16. IT. 1982; KV. = 54% 
0,251 | 0,326 | 0,197 60 4. Til. 1963; KV. = 68% 
0,282 0,384 0,219 57 6. If. 1982; KV. = 62% 


0,285 | 0,451 0,124 27* 8. III. 1932; KV. = 54% 
Bandi 0,251 0,312 0,204 65 23. Ill. 1982; KV. 52%, 
0,257 | 0,379 0,164 43 24. ITI. 1932; KV. = 57% 
0,254 0,349 0,158 45 26. III. 1982; KV. = 50% 
0,301 | 0,482 0,153 35** 26. III. 1932; KV. = 47% 
Mittelwert *** ; 51 


* 2 oder 3 Tage spiiter verendet. 
** 1 Tag spiter verendet. 
*** Ohne die priagonalen Versuche am 8. und 26. III. 1932. 
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werden kann, sollen auch die an den einzelnen Hunden vor und nach der 
Pankreasexstirpation erhaltene Werte verglichen werden. Auf diese Weise 
kommt man zu demselben Ergebnis: an Bandi vorher 78, 65 und 57, nachher 
65, 43 und 45; an Farkas vorher 88 und 63, nachher 42, 38 und 39; an 
Cigany vorher 71 und 65, nachher 59, 63, 60 und 57. (Dabei habe ich bei 
Bandi und Cigdény die ganz niedrigen, im letzten Versuch vor dem Ver- 
enden der Tiere erhaltenen Werte nicht angefiihrt.) 

Wodurch diese Verteilung des Zuckers im Blute der pankreasdiabeti- 
schen Hunde verursacht wird, soll nachfolgend erértert werden. LBereits 
bei der Besprechung der an diabetischen Menschen erhaltenen Ergebnisse 
habe ich darauf hingewiesen, daB die einzige sehr niedrige V.-Zahl gerade 
in einem der beiden Versuche vorkam, in denen die Blutzuckerkonzentration 
weit héher war als in allen anderen Versuchen. In auffallender Uberein- 
stimmung hiermit wiesen im pankreaslosen Zustande alle Hunde, gleich- 
zeitig mit den deutlich herabgesetzten V.-Zahlen, recht hohe Blutzucker- 
werte auf. Hieraus kénnte man auf das Bestehen eines eigentiimlichen 
Verteilungsgleichgewichts in dem Sinne schlieBen, daB die Blutkérperchen 
verhaltnismaBig um so weniger Zucker enthalten, je héher der Blutzucker 
ist, wenn nicht diese Annahme gegen das Henrysche Gesetz verstoBen 
wiirde. Mehr Wahrscheinlichkeit hat die folgende Annahme an sich. Die 
Zuckeraufnahmefahigkeit der Blutkérperchen hat, wie auch Jacoby und 
Friedel! annehmen, eine bestimmte obere Grenze, die aber von der Zucker- 
aufnahmefahigkeit des Plasmas weit iiberschritten wird. Wenn also die 
mangelhafte Zuckeroxydationsfihigkeit der K6rperzellen, die ja als fiir 
den Diabetiker charakteristisch angesehen wird, einen gewissen Grad 
erreicht, kann es dazu kommen, daB der Plasmazucker zu einer Zeit noch 
ansteigt, wo die Zuckeraufnahmefahigkeit der Blutkérperchen bereits auf- 
gehért hat. Von diesem Zeitpunkt angefangen. mu8 die V.-Zahl absinken. 
DaB wenigstens beziiglich des Hundes Cigény eine solche maximale Zucker- 
aufnahmefahigkeit bestanden hat, soll weiter unten gezeigt werden. 

Am ehesten glaube ich aber die verschiedene Verteilung des Zuckers 
im Blute der von mir untersuchten Diabetiker und meiner pankreaslosen 
Hunde auf das Pankreas beziehen zu diirfen. Das Pankreas bzw. der Insel- 
apparat der von mir untersuchten Diabetiker mu8 ja geschidigt gewesen 
sein, doch 1aBt sich nicht annehmen, daB sie iiberhaupt kein intaktes Insel- 
gewebe besessen hatten; wohl ist dies aber beziiglich der Versuchshunde der 
Fall, an denen ja direkt Sorge dafiir getragen ward, daB gar kein Pankreas- 
gewebe zuriickbleibe. Dementsprechend verhielten sich auch die von mir 
untersuchten Diabetiker wie gesunde Menschen, wahrend an den Hunden 
die Verteilung des Zuckers nach der Entfernung des Pankreas eine andere 
war als friiher, indem die V.-Zahl niedriger geworden ist. Es muff das 
Insulin gewesen sein, dessen Mangel diese Anderung bewirkt hat, wie dies 
Wiechmann auch fiir die von ihm untersuchten Diabetiker annimmt, und 
es wird sich weiter unten zeigen miissen, ob sich diese Einwirkung auch 
experimentell reproduzieren 1aBt. 


e) Verteilung des Zuckers im Blute pankreasdiabetischer Hunde bei Zucker- 
belastung. 

Wie erinnerlich, konnte an normalen Hunden gezeigt werden (siehe 

Tabelle III), daB nach Zuckerbelastung die Zuckerkonzentration im Plasma 


1 Diese Zeitschr. 244, 365, 1932. 
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weit rascher ansteigt als in den Blutkérperchen, spater aber wieder rascher 
abfallt, so daB die V.-Zahl nach einer anfanglichen Abnahme spater wieder 
gréBer wird, ja den Wert iiber 100 erreichen kann, zum Zeichen dessen, 
daB8 nunmehr die Blutkérperchen mehr Zucker enthalten als das Plasma. 
Die in Tabelle VII zusammengestellten Daten zeigen die Zuckerverteilung 


Tabelle VII. 


Zuckerbelastung an pankreasdiabetischen Hunden. 





Zuckerkonzentration 


in %p» 
Hund Zeitpunkt ; in den || V-Zahl Bemerkungen 
im im Blut- 
Vollblut Plasma kérper- 
chen 
Farkas Vor Dextrose 0,225 0,365 0,155 42 30. I. 1932 
45’ nach Dextrose § 0,264 0,443 0,156 35 650g Dextrose 
_— 3 Ss 0,304 0,496 0,209 i2 i KV. = 679/, 
le «Cs Si 0,295 0,526 0,181 34 
Lo, ‘i 0,290 0,522 0,170 32 
Vor Dextrose 0,247 0,388 0,151 39 18. II. 1932 
35 nach Dextrose 0,436 0,632 0,302 48 50 g Dextrose 
4h ,, es 0,407 0,622 0,260 42 KV. 59% 
oe o 0,271 0,454 0,146 32 
Cigany Vor Dextrose 0,267 0,341 0,204 59 14. If. 1932 
34 nach Dextrose 0,336 0,461 0,229 50 =50¢ Dextrose 
.- ;, Pri 0,295 0,427 0,182 43 KV. 54% 
Beis ¥ 0,276 0,375 0,191 51 
Vor Dextrose 0,282 0,384 0,219 57 5. III. 1932 
35 nach Dextrose 0,322 0,476 0,227 47 50 g Dextrose 
fie ER 0,285 0,416 0,202 48 KV. = 62% 
Vor Dextrose 0,285 0,451 0,124 27 8. IIT. 1932 
3" nach Dextrose 0,447 0,632 0,290 46 50¢ Dextrose 
Shera, - 0,452 0,682 0,268 39 KV. = 54% 
BM Sage 0,344 0,519 0,159 31 Am 10. oder 
11. IIT. verendet 
Bandi Vor Dextrose 0,257 0,379 0,164 46 24. III. 1932 
3 nach Dextrose 0,353 0,607 0,161 25 50g Dextrose 
- . a 0,328 0525 0,175 33 KV. 57% 
6h, 7 0,298 0,471 0,167 35 
Vor Dextrose 0,301 0,432 0,153 35 26. ITT. 1932 
35 nach Dextrose 0,419 0,634 0.177 28 | 50g Dextrose 
et ao a 0,407 0,612 0,176 29 KV. 47% 
ee =; i 0,351 0,492 0,193 39 Am. 27. III. 


verendet. 


nach Zuckerbelastung an denselben Hunden, nachdem ihnen das Pankreas 
entfernt wurde. In dem am Hund Farkas am 30. Januar ausgefiihrten 
Versuch wurde erst der Niichternwert festgestellt, dann Zucker gegeben. 
und nun folgten die Bestimmungen einander in denselben kurzen Zeit- 
raumen wie in den friiher besprochenen Versuchen und waren nach 165 Minuten 





abge: 
Tiere 
Blut] 
bis zi 
anstt 
daB « 
aus 
Plast 
Tiere 
Vers 
nach: 
am 2 
Versi 
geseh 
a) de 
der 7 
der s 
1 
Blutl 
Hunc 
auffa 
den 
erreic 
Plasn 
dahet 
beide 
konst 
verm 
verwi 
Vorgi 
Sumr 
staun 
andet 


] 
hier : 
den 7 
den \ 
Verhs 
der m 
der A 
gelan, 
die \ 


zum 1 


i) Di 

} 
Zucke 
des h 
zu en 
ihres 
den v 








I 





Verteilung des Zuckers im Blute usw. 319 


abgeschlossen. Wie in den friiheren Versuchen an den nicht operierten 
Tieren, war auch hier die Zuckerkonzentration im Plasma rascher als in den 
Blutkérperchen angestiegen, demzufolge die V.-Zahl abfiel; hingegen fehlte 
bis zu dem nach 165 Minuten erfolgten AbschluB der Versuche der Wieder- 
anstieg jener Zahl, durch die am nicht operierten Tiere angezeigt wurde, 
daB der Zucker aus dem Plasma rascher gegen die Gewebe abstrémt, als er 
aus den Blutkérperchen (durch Verbrennung, durch Ubertritt in das 
Plasma ?) verschwindet. In der Annahme, daB an pankreasdiabetischen 
Tieren dieser Wiederanstieg vielleicht spater erfolgt, habe ich in den weiteren 
Versuchen die erste Bestimmung 3 Stunden nach der Zuckereinfuhr, die 
naichsten aber um weitere | bis 2 Stunden spaéter ausgefiihrt. Von dem 
am 26. Marz am Hund Bandi, am 8. Marz am Hund Cigaény ausgefiihrten 
Versuch soll, da die Tiere 1 Tag bzw. wenige Tage spiiter verendeten, ab- 
gesehen werden. In den anderen Versuchen ist nicht zu verkennen, dal 
a) der Abfall der V.-Zahl oft noch in der dritten oder vierten Stunde nach 
der Zuckereinfuhr wahrzunehmen ist, b) der Wiederanstieg aber auch in 
der sechsten Stunde noch sehr gering ist oder iiberhaupt fehlt. 


Was die Ursache jenes Abfalles anbelangt, muB die Konstanz der 
Blutkérperchenzuckerwerte in manchen Versuchen (so am 24. Mirz am 
Hund Bandi, am 14. Februar und noch mehr am 5. Marz am Hund Cigény) 
auffallen. Offenbar konnte in diesem Versuch die Zuckerkonzentration in 
den Blutkérperchen, da sie bereits vor der Zuckereinfuhr ihr Maximum 
erreicht hat, nach der Zuckereinfuhr nicht weiter ansteigen, wahrend der 
Plasmazucker infolge der Zuckereinfuhr eine weitere erhebliche Zunahme, 
daher die V.-Zahl eine erhebliche Abnahme erfuhr. (Es sind dies dieselben 
beiden Hunde, von denen bereits im Abschnitt d) als Ursache der auffallend 
konstanten Werte im pankreaslosen, doch niichternen Zustande dasselbe 
vermutet wurde.) Da sich Hund Farkas anders verhalt, ist nicht zu 
verwundern, wenn man bedenkt, welch mannigfache und komplizierte 
Vorginge neben den hier in Frage stehenden einherlaufen, und welche 
Summe von Versuchsfehlern unterkommen kann, so daB man eigentlich 
staunen mu8B, mit welcher Klarheit die Erscheinungen an den _ beiden 
anderen Hunden an den Tag treten. 


Das zweite auffallende Moment ist, daB der Wiederanstieg der V.-Zahl 
hier sehr mangelhaft ist, oder iiberhaupt ausbleibt, wahrend sie doch in 
den Zuckerbelastungsversuchen an nichtoperierten Hunden (s. Tabelle IIT). 
den Wert 100 oft erreicht oder gar iiberschritten hat. Dieses verschiedene 
Verhalten der pankreaslosen Hunde ist aber leicht zu erklaren. Infolge 
der mangelhaften Zuckeroxydationsfahigkeit der Kérperzellen geht namlich 
der AbfluB des Zuckers aus dem Plasma, in das es infolge der Belastung 
gelangte, nur sehr langsam vonstatten, so daB auch nach 6 Stunden, als 
die Versuche abgeschlossen wurden, die Zuckerkonzentration daselbst 
zum mindesten noch doppelt so groB war als in den Blutkérperchen. 


f) Die Zuckerverteilung im Blute normaler Hunde nach Insulineinspritzung. 


Es wurde unter d) die Méglichkeit betont, daB die eigentiimliche Art der 
Zuckerverteilung im Blute der pankreaslosen Hunde durch die Abwesenheit 
des Inselapparates bzw. Mangel von Insulin bedingt sein kénnte. Um dies 
zu entscheiden, muBte die Einwirkung des Insulins auf normale, im Besitz 
ihres Pankreas befindliche Hunde gepriift werden. (Diese Versuche gingen 
den unter d) und e) besprochenen zeitlich voran und wurden an denselben 
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Tabelle VIII. 


Insulinversuche an normalen Hunden. 





Zuckerkonzentration 


in %p¢ 
Hund Zeitpunkt : in den Y.-Zahl Bemerkungen 
im im Blut- 
Vollblut Plasma _ kirper- 
chen 
Roka Vor Insulin 0,105 0,117 0,098 84 31. XII. 1931 
30’ nach Insulin 0,079 0,125 |0,051 40 20. K. Insulin 
150’ ict 0,093 0,102 0,088 86 KV. 62% 
Vor Insulin 0,101 0,137 0,082 60 5. I. 1932 
45’ nach Insulin 0,043 0,115 9,005? 4% 4085. Insulin 
Sa - 0,039 0,056 0031 55 KV. 66%, 
Vor Insulin 0,114 0,134 0,100 7h 8. I. 1932 
45’ nach Insulin 0,05) 0,084 0,027 32 40 FE. Insulin 
a C=. ¥ 0,049 0,058 0.043 74 KV. 60% 
165’, jo 0,056 0,074 0,044 59 
Farkas Vor Insulin 0,093 0,101 0,088 88 19. I. 1932 
45’ nach Insulin 0,058 0,082 0,043 62 40 FE. Insulin 
oO a - 0,047 0,050 0,045 90 KV. 62% 
— . 0,055 | 0,063 0,050 79 
Cigany Vor Insulin 0,108 0,130 0,092 71 1. II. 1932 
45’ nach Insulin 0,090 0,127 0,064 50 40 EK. Insulin 
we Cl * 0,067 0,076 0,061 80 KV. = 58% 
my |... . 0,092 0,109 0,080 73 
Bandi Vor Insulin 0,110 0,123 0,096 78 14. T. 1932 
45’ nach Insulin 0,080 0,120 0,037 31 40 E. Insulin 
| ee os 0,059 0,080 0,037 46 KV. 48% 
wT . A 0,073 0,081 0,064 79 


Hunden ausgefiihrt, denen spaiter das Pankreas entfernt wurde.) Nach- 
dem an den hungernden Tieren die Zuckerkonzentration im Vollblut und 
im Plasma festgestellt wurde, habe ich den Tieren 40 Einh. Insulin ,, Richter“ 
(in einem Versuch bloB 20 Einh.) beigebracht. Binnen 45 Minuten trat, 
wie aus Tabelle VIII ersichtlich, jedesmal eine bedeutende Verringerung 
der V.-Zahl ein, und zwar wurde diese Verringerung dadurch bewirkt, dai 
der Blutkérperchenzucker weit stirker als der Plasmazucker abgefallen 
ist. Wenn aber nach etwa 1'/, oder 2°/, Stunden die V.-Zahl angenahert 
wieder zu ihrem urspriinglichen Wert zuriickgekehrt ist, so riihrt dies 
davon her, daB zu dieser Zeit der Blutkérperchenzucker bereits wieder 
angestiegen ist (allerdings ohne noch seinen urspriinglichen Wert erlangt 
zu haben), wahrend der Plasmazucker oft noch in weiterer Abnahme be 
griffen war. (In Rona und Sperlings' fiinf Kaninchenversuchen war die 
V.-Zahl wie ich sie aus den Originaldaten berechnet habe binnen 
2 Stunden weit iiber 100 gestiegen; es scheint, da®B diesbeziiglich die an 
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Hunden und an Kaninchen ausgefiihrten Versuche miteinander nicht ver- 
glichen werden kénnen.) DaB die Zuckerkonzentration im Plasma abfallt, 
st begreiflich; nimmt man doch allgemein an, daB8 nach Einbringung ent- 
sprechender Insulinmengen Zucker in verschiedenen Kérperzellen zu 
Glykogen polymerisiert und abgelagert wird, dies aber einen merklichen 
ZuckerabfluB aus dem Plasma bedingen mu. Doch ergeben sich folgende 
zwei Fragen: warum sinkt der Zuckergehalt der Blutkérperchen in der 
ersten Phase der Insulineinwirkung so stark, und zwar um so vieles starker 
als im Plasma ab? Warum steigt er spater wieder an ? 

Die Abnahme des Zuckergehaltes der Blutkérperchen in der ersten 
Phase 148t sich auf Grund einer etwa geainderten Permeabilitat nicht er- 
klaren, ebensowenig auf Grund von Diffusionsvorgaingen, denn die Zucker- 
konzentration in den Blutkérperchen ist ja von Anfang her geringer als 
im umgebenden Plasma, und der Zucker wird doch nicht vom Orte der 
kleineren Konzentration gegen den der héheren str6men! Eine plausiblere 
Erklarung der Abnahme des Blutkérperchenzuckers in dieser ersten Phase 
der Insulinwirkung ware, daB infolge der Insulinwirkung der Zucker in den 
Blutkérperchen, wie in anderen zelligen Elementen entweder in erhéhtem 
MaBe verbrannt, oder aber zu Glykogen polymerisiert wird, demzufolge 
er der Bestimmung mittels der Reduktionsverfahren entgeht. Warum aber 
letzterer Vorgang in den Blutkérperchen und nicht, oder nicht in gleichem 
MaBe, im Plasma vor sich geht, laBt sich leicht beantworten, wenn man 
den genannten Polymerisierungsvorgang als eine Funktion der Zellen allein 
in dem Sinne auffaBt, daB sein richtiger Ablauf an die Anwesenheit 
gewisser, bloB in den Zellen enthaltener Enzyme,oder anderer Zellbestand- 
teile, oder an die komplizierte, wenn auch uns unbekannte, Zellstruktur usw. 
gebunden ist. 

Die zweite Phase, der Wiederanstieg der Zuckerkonzentration in den 
Blutkérperchen und damit auch die Zunahme der V.-Zahl, laBt sich einfach 
auf das Abklingen der Insulinwirkung zuriickfiihren, demzufolge vielleicht 
eine Riickverzuckerung des Glykogens erfolgt; daneben lassen sich auch 
Diffusionsvorginge annehmen, indem der Zucker aus dem Plasma mit dem 
gréBeren, wenn auch abnehmenden Zuckergehalt, in die sehr zuckerarm 
gewordenen Blutkérperchen abstrémt. Sehr bemerkenswert ist, daB die 
V.-Zahl in den meisten Versuchen zum SchluB angenihert genau zu dem 
Werte angestiegen ist, den sie vor der Insulineinspritzung hatte, dabei 
aber die Zuckerkonzentration sowohl im Plasma, wie auch in den Blut- 
kérperchen noch lange nicht zu ihren Anfangswerten zuriickgekehrt sind. 
Mehr als irgendein anderer zeigt dieser Umstand, da die Verteilung des 
Zuckers zwischen Plasma und Blutkérperchen strengen GesetzmaBigkeiten 
unterworfen, und nicht etwa ein Zufallsbefund ist. 


g) Verteilung des Zuckers im Blute pankreasdiabetischer Hunde nach 
Insulineinspritzung. 


Wie unter d) ausgefiihrt wurde, unterscheiden sich beziiglich der Zucker- 
verteilung zwischen Plasma und Blutkérperchen pankreasdiabetische 
Hunde von normalen Hunden darin, daB am operierten Tiere die Blut- 
kérperchen verhaltnismaBig noch weniger Zucker enthalten als an den 
nicht operierten, wie dies auch aus den V.-Zahlen hervorgeht. Als ich nun 
den pankreaslosen Hunden Insulin in denselben Mengen beigebracht habe, 
wie sie vor der Pankreasexstirpation erhielten, war zunichst, wie aus den 
Daten der Tabelle IX hervorgeht, auch hier zu konstatieren, daB der Zucker- 
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gehalt der Blutkérperchen starker als der des Plasmas abnahm, demzufolge 
die V.-Zahl abfiel. Auch hier fand spater ein Wiederanstieg der V.-Zah! 


statt, dadurch veranlaBbt, daB der Zuckergehalt der Blutkérperchen jetzt 
stirker angestiegen ist als der Plasmazucker. (Von den zahlreichen Versuchen 
von Wiechmann an Diabetikern lassen sich nur die am Patienten M. an 
5. Januar und am Patienten Sch. am 21. November ausgefiihrten je drei 
Versuche vergleichen, wahrend in allen anderen Fillen blo& je ein Versuch 
an einem Tage ausgefiihrt wurde. In den genannten Versuchen ist nur de! 
Anstieg der V.-Zahl, nicht aber auch der vorangehende Abfall, wie in 
meinen Versuchen, zu sehen.) Doch besteht zwischen den an nicht operierten 
und an pankreaslosen Hunden ausgefiihrten Versuchen der wichtige Unter 
schied, daB an den ersteren Hunden die V.-Zahl einfach zu ihrem Ausgangs 
wert zuriickkehrte, den sie vor der Insulingabe hatte, an den pankreaslosen 
aber tiber den niedrigen Anfangswert hinauswuchs und Werte erreichte, di: 
dem nicht operierten Tiere eigentiimlich sind, wie dies aus der Tabelle X 
ersehen werden kann. 


Tabelle 1X. 


Insulinversuche an pankreasdiabetischen Hunden. 





Zuckerkonzentration 


in %% 

Hund Zeitpunkt : in den AS Bemerkungen 

im im Blut- ™ 

Vollblut Plasma kérper- 
chen 

Farkas Vor Tnsulin 0.257 0,403 0,156 38 2. II. 1932 
45’ nach Insulin 0.232 0,369 0,144 40 40 E. Insulin 
> <a “ 0,177 0,205 0,158 77 KV. 59% 

165’ _,, - 0,142 0,164 0,127 77 
Cigdany Vor Insulin 0,283 0,351 0,221 63 16. IL. 1932 
45’ nach Insulin 0,259 0,343 0,187 54 40 E. Insulin 
188’ ,, - 0.217 0.308 0.140 45 KV. = 54% 

165’ se, 4 0,182 0,202 0,165 81 
Vor Insulin 0,251 0,326 0,197 60 4. III. 1932 
45’ nach Insulin 0,224 | 0,322 0,153 47 40 5. Insulin 
iso ly, os 0,213 0,275 0,168 61 KV. = 58% 

io 6C,, Ss 0,203 0,220 0,191 87 
Bandi Vor Insulin 0,256 0,312 0,204 65 23. ITI. 1932 
45’ nach Insulin 0,210 0,298 0,129 43 40 E. Insulin 
18h’, a 0,193 0,225 0,163 72 KV. 52% 

| — ™ 0,248 0,252 0,244 97 
Vor Insulin 0,254 0,349 0,158 45 25. III. 1932 
45’ nach Insulin 0,239 0,337 0,140 41 40 E. Insulin 
3] 7A = 0,223 0,257 0,193 75 KV. = 50°, 

1 as a 0,239 0,317 0,160 50 


Die Deutung dieser Erscheinungen fallt nicht schwer. Wie an den 
nicht operierten Hunden, 1aBt sich auch betreffs der pankreaslosen ce! 
anfangliche Abfall der V.-Zahl vielleicht durch eine Polymerisierung des 
Blutkérperchenzuckers zu Glykogen, ihr spaéterer Anstieg aber durch eine 
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Wiederverzuckerung des Glykogens beim Abklingen dieser Insulinwirkung 
erklaren. Der Umstand jedoch, daB an den pankreaslosen Hunden die 
V.-Zahl schlieBlich Werte erlangt, die sonst nur an normalen, nicht 
operierten Hunden vorkommen ist dahin zu deuten, daB pankreaslose, 
daher Insulin entbehrende Hunde, wenn ihnen Insulin beigebracht wird, sich 
fiir die Dauer der Insulinwirkung nicht von normalen, nicht operierten Hunden 
unterscheiden. 

Tabelle X. 

V.-Zahlen. 





Im normalen Zustande Im pankreaslosem Zustande 
Hund ; 

’ . Letzter Wert , : Letzter Wert 

Vor Insulin nach Insulin Vor Insulin nach Insulin 
GS a x 6 5 = 5 88 79 38 77 
oe Se - na { 63 81 
ae 1 3 : os 
gan) ‘ ' | 60 87 
, wes - 65 97 

ete ee 18 9 rs ‘ 

. \ 45 50 


Il. Schlubfolgerungen. 

Aus den Ergebnissen der oben geschilderten Versuche lassen sich 
folgende Schliisse ziehen: 

1. Die Blutkérperchen im Blute des Menschen und des Hundes 
enthalten sicher weniger Zucker als das Plasma. 

2. Wird Hunden Zucker per os eingefiihrt, so enthalten bei zu- 
nehmendem Zuckergehalt des Gesamtblutes die Blutkérperchen zunachst 
verhaltnismaBig noch weniger Zucker; doch kehrt sich dieses Ver- 
haltnis spiter um, so daB die Blutkérperchen sogar mehr Zucker als 
das Plasma enthalten kénnen. Ahnliches ist auch betreffs des Menschen 
der Fall. 

3. Im Blute von Menschen mit nicht schwerem Diabetes ist die 
Verteilung des Zuckers nicht anders als im Blute Gesunder. 

4. Im Blute pankreasloser Hunde enthalten die Blutkérperchen 
im Verhaltnis zum Plasma noch weniger Zucker als in dem vom normalen 
Hunde, woraus auf eine Rolle des Pankreas bzw. des vom Pankreas 
gelieferten Insulins in der Verteilung des Zuckers gefolgert werden 
kann. 

5. Wird pankreaslosen Hunden Zucker zugefiihrt, so nimmt das 
MiBverhaltnis in der Verteilung des Zuckers zuungunsten der Blut- 
kérperchen zu, wie an normalen Hunden; doch ist die Umkehr des 
Verhiltnisses zwischen Blutkérperchen- und Plasmazucker im Gegensatz 
zu den normalen Hunden oft unvollkommen oder fehlt, offenbar weil 
der ZuckerabfluB aus dem Plasma gegen die Gewebe ein mangelhafter ist. 

6. Wird normalen Hunden Insulin eingespritzt, so nimmt der 
Zuckergehalt der Blutkérperchen vielleicht infolge der Polymerisierung 
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des Zuckers zu Glykogen stark ab; infolge der etwaigen Wiederver 
zuckerung stellt sich die friihere Verteilung des Zuckers wieder ein 


7. Daraus, daB die von der Norm abweichende Verteilung des 
Zuckers im Blute pankreasloser Hunde durch eine entsprechende 
Insulingabe nach einiger Zeit derart gedindert wird, daB diese Ver- 
teilung nunmehr der Norm nahekommt, folgt mit groBer Wahrschein- 
lichkeit, daB die Zuckerverteilung im Blute des normalen Organismus 
dem in ihm zirkulierenden Insulin zu verdanken ist, indem die Blut- 
kérperchen des normalen Organismus aus irgendeinem Grunde, z. B. in- 
folge der Zusammensetzung ihrer duBeren Schichten, fiir Zucker an 
und fiir sich sehr schwer permeabel sind; und in dem Grade permeabel, 
wie man es im Versuch findet, erst durch das Insulin werden, das durch 
das Pankreas in den Kreislauf geworfen wird. 


Auf welche Weise das Insulin hierbei wirksam sein kénnte, soll 
an dieser Stelle nicht erértert werden. 


Unmittelbar vor Absendung des Manuskriptes obiger Arbeit erhielt 
ich Kenntnis von Mac Kays' Versuchen, aus denen hervorgeht, daB die 
Zuckerkonzentration in den Blutkérperchen und im Blutplasma der 
von ihm untersuchten gesunden und kranken Menschen sich etwa 
verhalt wie 75: 100 (wie auch friihere Autoren und auch ich gefunden 
haben), hingegen wie 100: 100, wenn man die Konzentration auf das 
Plasmawasser bzw. Blutkérperchenwasser allein bezieht. Sieht man 
davon ab, daB diese Art der Konzentrationsberechnung nicht allgemein 
iiblich ist, und sieht auch davon ab, daB im Falle der auf obige Weise 
gedachten Gleichheit der Konzentrationen beziiglich so mancher Um- 
stinde (z. B. beziiglich der zu erwartenden osmotischen Erscheinungen 
bzw. des Bestehens eines Konzentrationsgefilles) keineswegs alles 
sichergestellt ist, muB zugegeben werden, daB Mac Kays _ iiber- 
raschender Schlu8 mit aller Deutlichkeit aus seinen Versuchsergeb- 
nissen hervorgeht, und, allerdings mit obigem Vorbehalt, jeden weiteren 
Erklarungsversuch der Zuckerverteilung im Blute des niichternen 
normalen Organismus iiberfliissig macht. Anders unter den weiter 
oben ausfiihrlich erérterten Umstainden, wie Zuckerbelastung oder 
Insulineinspritzung! Diesbeziiglich sollen nur zwei Beispiele angefiihrt 
werden. Wenn am Hund Bandi am 21. Februar im Plasma 0,129, 
in den Blutkérperchen aber 0,139°% Zucker gefunden wird, so kénnte 
dieselbe Zuckerkonzentration im Plasmawasser und Blutkérperchen- 
wasser, nach Mac Kay berechnet, nur bestehen, wenn letztere mehr 
Wasser als das Plasma, also mehr als etwa 90 Vol-°%, Wasser enthalten 


1 BE. M. Mac Kay, J. of biol. Chem. 97, 685, 1932. 
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hatten, was ja natiirlich ganz unwahrscheinlich ist. Umgekehrt hatte 
am selben Hund am 14. Januar, als ich in seinem Plasma 0,120, in seinen 
Blutkérperchen aber bloB 0,037 °% Zucker fand, ein undenkbar starker 
Wasseraustritt aus den Blutkérperchen stattgefunden haben miissen, 
damit die Zuckerkonzentration im Plasmawasser und im Blutkérperchen- 
wasser gleiche Werte aufweist. 


Andererseits habe ich in mehreren Versuchen gefunden, daB das 
Volumen und damit aller Wahrscheinlichkeit nach der Wassergehalt 
der Blutkérperchen im Verlauf eines stundenlang wahrenden Versuchs 
bloB Schwankungen aufweist, die 5° kaum erreichen und sicherlich 
Versuchsfehlern zuzuschreiben sind, wo doch wahrend derselben Zeit 
die Blutkérperchenzuckerkonzentration auf das Doppelte ansteigen 
oder auf die Hilfte absinken kann. 





Uber den Einflub 
von Monobromacetat auf den Kohlenhydratstoffwechsel und iiber 
den anaeroben Milchsaiureschwund. 


Von 
Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster i. Westf. 


(Eingegangen am 25, Oktober 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Nachdem wir in die physiologischen Vorginge des intermediaren 
Kohlenhydratstoffwechsels weitgehend Einblick gewonnen haben, ist 
es die weitere Aufgabe der folgenden Untersuchungen, die Einwirkung 
dreier Gifte, von Monobromacetat, Fluorid und Oxalat, zu analysieren, 
von deren Wirkung als Endeffekt die Hemmung der Milchsaurebildung 
bekannt ist. Es handelt sich also um den Versuch, die Stelle in der 
Kette der Abbauvorginge der Kohlenhydrate aufzusuchen, an welcher 
diese Gifte jeweils angreifen. Im folgenden soll zunichst die Monobrom- 
essigsaurewirkung beschrieben werden. 


1. Beeinflussung der Milchsiurebildung aus Kohlenhydraten und anaerober 
Milchsiureschwund. 


Bekanntlich findet man unter der Monobromessigséurewirkung kein: 
Vermehrung der Milchséure, wie die Versuche von Schwartz und Oschmann ' 
zuerst gezeigt haben. Dieser Befund kénnte in gleicher Weise auf ver 
ringerte Bildung wie auf ein beschleunigtes Verschwinden der Milchséure 
zuriickzufiihren sein. Um diese Frage zu kléren, wurde die in friiheren 
Arbeiten® geschilderte Versuchsanordnung angewandt, bei der es sich um 
Untersuchung des Ruhestoffwechsels des Gewebes handelt, und zwar von 
Gewebsbrei unter anaeroben Bedingungen. Dadurch ist insofern eine Ver- 
einfachung der Versuchsbedingungen gegeben, weil der Gewebsbrei kein 
Glykogen bildet und weil die Gegenwart von Sauerstoff fiir die Resynthese 
der Milchséure nach den landlaufigen Auffassungen notwendig ist. Zugleich 


1 Schwartz u. Oschmann, C.r. d. soc. d. biol. 91, 275, 1924; 92, 165, 1925. 
2 Haarmann, diese Zeitschr. 255, 103, 1932. 
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ist die Méglichkeit der oxydativen Verbrennung der Milchséure  aus- 
veschaltet. 

Das Untersuchungsmaterial waren die Organe in der Hauptsache von 
Kaninchen und Hund. Die Versuche behandeln zunichst die Milchséure- 
bildung aus dem im Gewebe praéformierten Kohlenhydrat und aus ver- 
schiedenen zugesetzten Milchséurebildnern. Die Konzentration der Mono- 
bromessigséure in den Versuchsansaétzen betrug in allen Versuchen, bei 
denen nichts Besonderes vermerkt ist, 1: 500. Zu den Versuchen wurde 
die Séure mit Natronlauge neutralisiert. 

Die Befunde lassen sich in zwei groBe Gruppen teilen. Die erste 
Gruppe, in den Tabellen I bis VI dargestellt, umfaBt diejenigen Stoffe, 
aus denen das durch Monobromacetat vergiftete Gewebe keine Milch- 
saure mehr bilden kann. Diese Tabellen zeigen, daB der Milchsaure- 
gehalt, wie er sich aus der direkten Bestimmung der Milchsiure zu 
Versuchsbeginn ergibt, nicht nur nicht zunimmt, sondern sogar mehr 
oder weniger betrachtlich geringer wird. Es handelt sich in unserer 
Versuchsanordnung also um einen anaeroben Milchsdureschwund, der 
besonders deutlich bei Lactatzusatz (Natriumlactat) zum Ausdruck 
kommt, wie aus den Tabellen III und IV zu ersehen ist. Da im zer- 
kleinerten Gewebe unter anoxybiontischen Bedingungen mit einer 
synthetischen Verarbeitung der Milchsiure oder mit einer einfachen 
Oxydation nicht zu rechnen ist, so muB in diesem Befund der Nachweis 
dafiir gesehen werden, daB das Gewebe, und zwar die verschiedenen 
Gewebe in verschiedenem MaBe die Fahigkeit haben, noch auf anderem 
Wege Milchsiure zum Verschwinden zu bringen. Was dabei aus der 
Milchsiure wird, ist zunichst nicht zu sagen. 

Der Grund, warum man hinter dieses anaerobe Verschwinden der 
Milchsiure nicht ohne weiteres kommen konnte, liegt insofern auf der 
Hand, als gerade bei SauerstoffabschluB die Milchséiurebildung im 
Gewebe stark ansteigt. Es ist daher aus Milchsiurebestimmungen 
nicht ersichtlich, ob die gefundenen Milchsiurewerte der nachgebildeten 
Milchsaure entsprechen oder ob nicht noch mehr Milchsaure entstanden 
ist als nachtraglich iibrig bleibt. Zur Untersuchung des Milchsaure- 
stoffwechsels benutzten die friiheren Autoren fast ausschlieBlich Skelett- 
muskulatur, die aus den eigenen Kohlenhydratbestinden erheblich 
Milchsiure nachbildet. Die anaerob zum Verschwinden gebrachte 
Milchsiuremenge wird durch die Milchsaiure iiberlagert, die aus den im 
Gewebe praformierten Kohlenhydraten nachgebildet wird. Daraus 
wiirde es verstandlich sein, daB nur bei Unterdriickung der Milchsiure- 
bildung das Vermégen des Gewebes, die Milchsaure anaerob zum Ver- 


schwinden zu bringen, in Erscheinung tritt. Es sind also nur diejenigen 
Gewebe ohne Monobromacetatzusatz fiir solche Versuche geeignet, 
die, wie z. B. Hirngewebe, nur wenig Kohlenhydrat enthalten. Beim 
Arbeiten mit Hirngewebe werden haufig nach der Digestion des Gewebes 








328 W. Haarmann: 
Tabelle I. Anaerober Milchsaureschwund. 
Milchséure in mg-°), ane 
et See E ate Versuchs- 
” ohne Monobrom- direkter _ —_ 
direkt Zusatz  essigsiure ™&-°/o Wert in 9/5 
1 266 465 153 113 42 Skelettmusk. Kaninchen 
2 338 459 240 98 29 
3 284 604 173 111 39 
4 479 796 459 20 4 
5 306 659 255 51 17 
6 326 338 277 49 18 
7 470 490 381 89 19 
8 261 578 168 93 35 
9 374 731 374 0 0 
10 429 819 412 17 4 
11 544 799 421 123 23 
12 232 313 191 41 18 
13 472 536 364 108 23 
14 424 647 437 13 0 
15 685 920 530 155 23 
16 690 817 589 101 15 
17 663 824 644 19 3 
18 507 590 413 94 19 
19 555 755 415 143 26 
20 517 785 955 — 38 0 
21 562 916 516 46 8 
22 572 700 634 — 62 0 
23 650 920 545 105 16 
24 626 722 578 48 8 
25 560 672 512 48 9 
26 466 580 375 91 20 
27 284 604 173 111 39 Hund 
28 296 644 202 84 28 
29 309 865 212 97 31 Herzmuskel Hund 
30 137 297 96 41 30 
31 225 454 156 69 31 
32 306 568 281 25 8 
33 135 204 110 25 19 
34 320 414 289 31 10 
35 240 549 183 57 24 
36 286 480 242 44 15 
37 165 384 153 12 7 
38 180 629 160 20 11 
39 87 142 75 12 14 
40 214 470 232 — 18 —8 
41 138 238 130 8 6 
42 119 223 94 25 21 
43 314 396 144 170 54 
44 194 475 144 50 26 
45 266 360 222 44 16 Zwerchfell Hund 





Ein 


Ni 


im | 
Anf: 
saur 
bei - 
gewe 
schv 


Gew 
aus 
das 
mit 
Hem 
keit 
ohne 
daB 
vork 
liber 


Hah , 


ohne 


1 
1930. 











EinfluB von Monobromacetat auf den Kohlenhydratstoffwechsel usw. 329 


Tabelle II. 


Anaerober Milchsaéureschwund. 





Milehséure in mg- Milchs&ureschwund 


i) 


ohne mit Mono- 


Nr direkter Organ Versuchstier 
direkt a penn mg-° 9 Wert 
essigsaure saure = 
1 76 158 59 17 22 Leber Kaninchen 
2 114 260 87 27 24 
3 66 144 44 22 33 
+ 92 160 63 29 31 
5 121 356 101 20 16 
6 152 240 114 38 25 Katze 
7 137 208 80 57 41 Hund 
8 68 104 44 24 33 
9 25 218 ll 17 60 
10 262 424 138 124 47 
11 110 211 89 21 19 Niere Kaninchen 
12 73 114 54 19 26 
13 174 - 100 74 42 Hund 
14 140 —_ 88 52 37 
15 172 209 144 28 16 
16 109 138 107 2 2 Kaninchen 


im Thermostaten Milchsaéurewerte gefunden, die unter den direkten 
Anfangswerten liegen; es ist also unter anaeroben Bedingungen Milch- 
siure zum Verschwinden gebracht worden. Besonders deutlich tritt das 
bei Lactatzusatz in Erscheinung (Tabelle IV). Es gelingt so bei Hirn- 
gewebe auch ohne Zusatz von Monobromacetat ein anaerobes Ver- 
schwinden von Milchséiure nachzuweisen. 

Zum Nachweis des anaeroben Milchsiureschwundes in anderen 
Geweben wie Hirngewebe ist es notwendig, eine Milchsiurenachbildung 
aus Kohlenhydraten zu verhindern. Wie die Versuche zeigen, gelingt 
das leicht und vollstandig durch Monobromacetat. Daraus ergibt sich 
mit Sicherheit, daB die Monobromacetatwirkung nicht bloB eine 
Hemmung der Milchsaurebildung ist, sondern daB sie auch die Méglich- 
keit gibt, die Vorginge zu untersuchen, mittels deren der Organismus 
ohne Sauerstoff die Milchsaure entgiften kann. Es ist wahrscheinlich, 
daB dieser anoxybiontische Entgiftungsvorgang auch sonst immer 
vorkommt, daB er aber in der Norm durch die nachgebildete Milchsaiure 
iiberdeckt wird. 

Dafiir sprechen andere Versuche, die friiher zusammen mit Amandus 


Hahn in Miinchen angestellt wurden!. Wir konnten zeigen, da8 anaerob 
ohne Zusatz von Wasserstoffakzeptoren im Muskelgewebe Dehydrierungs- 


1 4. Hahn u. W. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 87, 91, 1928; 89, 563, 
1930; 90, 231, 1930. 
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Tabelle IV. 


Anaerober Milchséureschwund (Hirngewebe). 





t Milchs&ureschwund 
Milchs&ure in mg-° » 


in mg-° » 
Nr Versuchs- aE ane ae — Versuchs- 
“ anordnung ohne mit ohne mit tier 
direkt Monobrom- Monobrom- Monobrom- Monobrom- 
essigsiure essigsiiure  essigsiure essigsiure 
1 | Ohne Zusatz 237 206 180 31 57 Hund 
Lactat 1575 1066 733 509 842 
2 Ohne Zusatz 255 241 230 14 25 
Lactat 880 749 482 131 398 
3 Ohne Zusatz 210 259 154 49 56 
Lactat 1348 1173 1084 175 264 
4 Ohne Zusatz 141 168 87 27 54 
Lactat 1041 1058 860 17 181 
5 Ohne Zusatz 216 223 133 7 83 
Lactat 1116 1028 965 8&8 151 
6 Ohne Zusatz 189 225 171 36 18 
Lactat 1425 1340 962 85 463 
7 Ohne Zusatz 130 171 99 - 41 31 
Lactat 931 876 329 5d 602 
8 | Ohne Zusatz 158 180 133 32 25 
Lactat 2240 2124 1342 116 898 
9 Ohne Zusatz 90 135 106 45 - 16 
Lactat 1125 1154 1092 - Bl 123 
10 Ohne Zusatz 262 240 210 22 52 
Lactat 2210 2040 1790 170 420 


vorgiinge vor sich gehen. Zusatz von Milchséure, Apfelséure, Citronensaure, 
Hexosediphosphorsaure, Glycerinphosphorséure und anderen Verbindungen 
fiihrt zu einer Vermehrung von Brenztraubenséure, dem ersten Dehy- 
drierungsprodukt der Milchséure, gegeniiber dem Kontrollversuch ohne 
Zusatz der genannten Verbindungen. Die Brenztraubensdéure wurde mit 
Semicarbazid als Semicarbazon abgefangen und kam schlieBlich nach 
Spaltung des Semicarbazons als Phenylhydrazon zur Wagung. Parallel 
lauft eine Kohlendioxydentwicklung der Séuren mit mehr als drei Kohlen- 
stoffatomen, der Fumarsaéure, Apfelsiure und Citronenséure. Die beob- 
achtete Kohlendioxydbildung ist als Folge der durch die Dehydrierung 
bedingten Verkiirzung der Kohlenstoffkette der zugesetzten Verbindungen 
anzusehen. Lactatzusatz gab zu keiner Kohlendioxydvermehrung AnlaB. 
Man kann daraus den SchluB ziehen, daB ein weiterer Abbau zu_ Ver- 
bindungen mit weniger als drei Kohlenstoffatomen, z. B. Acetaldehyd, 
nicht eintritt. 


Zur Erklarung der geschilderten Dehydrierungsvorginge muB man 
die Annahme machen, daB im Gewebe irgendwelche Substanzen die 
Rolle von Wasserstoffakzeptoren iibernehmen, die dadurch hydriert 
werden. Da der Ubergang der Milchsiure in Brenztraubensiure ein 
echter Dehydrierungsvorgang ist, geht auch daraus hervor, daB bei 
Gegenwart von Blausiure in einer Konzentration, die die Sauerstoff- 
atmung vollkommen aufheben wiirde, die Dehydrierung der Milch- 
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siure in keiner Weise beeinfluBt wird, wie Hahn und Haarmann' zeigen 
konnten. Der anaerobe Milchsiureschwund betrigt nach den Zahlen 
dieser Arbeit ohne Lactatzusatz, aus der gefundenen Menge Brenz- 
traubensadure berechnet, etwa 40 mg-°, mit Lactatzusatz etwa 60 mg-°,,. 
Er ist sicherlich noch héher anzunehmen, da jedes Abfangverfahren 
die entsprechenden Verbindungen nicht quantitativ aus der Reaktions- 
kette ausschaltet. Andererseits muB8 beriicksichtigt werden, daB nicht 
die gesamte anaerob entstandene Brenztraubensaure nur als aus Milch- 
siure entstanden gedeutet werden darf, da auch andere im Gewebe 
vorhandene Brennstoffe zu Brenztraubensiure abgebaut werden (vgl. 
Hahn, Fischbach und Haarmann?). 

Ein genaueres Bild iiber die GréBe des anaeroben Milchsaure- 
schwundes erhailt man nur durch Bestimmung der Milchsiure direkt 
und nach der Digestion im Thermostaten unter der Einwirkung von 
Monobromessigsaure. Als Mittelwert aus 64 Versuchen an Skelett- 
muskelgewebe (Tabelle 1, III und V) ergab sich ein anoxybiontischer 
Milchséureschwund von 81 mg-% bei einer Konzentration der Mono- 
bromessigsiure von 1: 500. Durch Lactatzusatz konnte als Mittelwert 
aus 15 Versuchen (Tabelle III) der anaerobe Milchsiureschwund von 81 
auf 218 mg % erhéht werden. 

Die Tatsache des anaeroben Milchsiureschwundes ist sicher. 
Das bedeutet zugleich, da bei der vorliegenden Versuchsanordnung 
Oxydation und Resynthese der Milchsaure nicht stattfinden kénnen, dab 
mit diesem Befund ein neuer Entgiftungsweg fiir die Milchsiure be- 
wiesen ist. Das Auftreten von Brenztraubensaure gibt uns einen Hinweis, 
in welcher Weise Milchsiure anaerob zum Verschwinden gebracht 
werden kann. In welcher Weise von der Brenztraubenséure weitere 
Umwandlungen méglich sind oder ob andere Méglichkeiten bestehen, 
braucht hier nicht weiter erértert werden (siehe z. B. Toeniessen und 
Brinkmann*). 

Die Anhiufung von Brenztraubenséure unter den Bedingungen einer 
Anaerobiose fanden Neuberg und Kobel* bei Verwendung von Hexose 
diphosphat als Substrat und Trockenhefe als Enzymmaterial auf. Sie ent- 
steht hier nach der Gleichung der vierten Vergaérungsform neben det 
molekularen Menge Glycerin: 

C, Hy20¢ CH,CO.COOH + CH,OH .CHOH .CH,OH. 

Nachdem wir gesehen haben, daB die Milchsiurebildung aus der 
Summe der im Gewebe praformierten Kohlenhydrate durch Monobrom- 
acetat in der Konzentration von 1: 500 fast regelmaBig unterdriickt 


Hahn u. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 89, 563, 1930. 
> Hahn, Fischbach u. Haarmann, ebenda 91, 315, 1931. 

Toeniessen u. Brinkmann, H. 187, 137, 1930. 

Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 216, 493, 1929; 229, 255, 1930. 
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wird, ja dariiber hinaus ein Teil der vorhandenen Milchsiure anaerob 
verschwindet, wurde in den nichsten in Tabelle V zusammengestellten 
Versuchen untersucht, ob alle Fermentsysteme, die von den Koblen- 
hydraten zu Milchsdiure fiihren, der Monobromessigsaurevergiftung 
gegeniiber die gleiche Empfindlichkeit aufweisen. Untersucht wurden 
die folgenden Koblenhydrate: Glucose, Fructose, Glykogen, Hexose- 
diphosphat (Candiolin-Natrium) und Hexosemonophosphat (Embden- 
Ester). Hexosemonophosphat wurde nach dem Verfahren von Hahn, 
Fischbach und Haarmann (l.c.) aus Muskelkochsaft analysenrein 
hergestellt. Die Milchsiurebildung wird in 

1500 PAA folgender Reihenfolge gehemmt: Glucose, Fruc- 
raf ‘yy y] tose, dann folgt in einem gewissen Abstand 
06 Glykogen, zum SchluB Hexosediphosphat. Es 
zeigt sich also, da} die verschiedenen Ferment- 












Nigag, systeme der Monobromessigsiurewirkung gegen- 

R 7000) iiber ganz verschieden empfindlich sind. 

@ 900) ohne dusata Die weiteren Untersuchungen in Tabelle VI 

2 800 rhs gelten der Frage nach der wirksamen Grenz- 

as konzentration der Monobromessigsiure. Die 
"a Tabelle und die graphische Darstellung zeigen 
pai} direkter We folgendes: vergleicht man die Konzentrationen 
pa A’ miteinander, welche in jedem einzelnen Ver- 
a such gerade eben ausreichen, um die Milch- 
ae siurewerte gleich den direkten Milchsiurewerten 

SS 


OSE SSs zu halten, so muB man die dazu notwendige 
Monobromessigsiurekonzir Konzentration von Fall zu Fall nicht unbe- 
Abb. 1. trachtlich variieren. Ferner sieht man, daf bei 

Zusatz der verschiedenen Milchsaurebildner sich 

Unterschiede der wirksamen Grenzkonzentrationen zeigen. Unterhalb 
dieser Konzentration sinkt die Hemmung der Milchsiurebildung ab 
bis zur vollkommenen Wirkungslosigkeit. (Auf die gelegentlich bei 
stirksten Verdiinnungen auftretende Steigerung der Milchsaiurebildung, 
die etwa im Sinne der Arndt-Schulzschen Regel gedeutet werden kann, 
méchten wir kein Gewicht legen.) Bei weiterer Erhéhung der Kon- 
zentration tritt dann die Verringerung der direkten Milchsaiurewerte 
ein, durch die die Fahigkeit der Gewebe, Milchsiiure anaerob zum 
Verschwinden zu bringen, dargetan wird. Der Grad des anaeroben 
Milchsiureschwundes ist vom Einzeltier, von der Gewebsart und der 
Konzentration der Monobromessigsiure abhingig. Die Milchsiure- 
bildung aus den priformierten Kohlenhydraten des Muskels wird bei 
einem Gehalt des Versuchsansatzes an Monobromessigséure von 1 : 4000 
bis 1: 250 verhindert. Bei Glykogenzusatz sind schon héhere Kon- 
zentrationen erforderlich: 1 : 1000 bis 1: 250. Mitunter gelingt es auch 
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dann noch nicht, die Milchsaéurebildung zu unterdriicken. Am schwersten 
hemmbar ist die Milchsiurebildung aus Hexosediphosphat. Den gleichen 
Befund erhob Lohmann! bei seinen Versuchen am Froschmuskelextrakt. 


2. Einflu8 von Monobromacetat auf die Milchsiurebildung aus Methylglyoxal, 
Brenztraubensiiure, Bernsteinsiure, Fumarsiiure, Apfelsiure, Glycerin- 
phosphorsiure und Propionsiure. 

Nach den bisherigen Versuchen laBt sich iiber den Angriffspunkt 
der Monobromessigsiure nichts Genaueres aussagen. Es zeigte sich, 
daB die verschiedenen Fermentsysteme der Monobromessigsiure gegen- 
iiber verschieden empfindlich sind. Damit ist aber zugleich der Weg 
gewiesen, wie man zu einer Analyse der Monobromessigsiurewirkung 
kommen kann. Wenn man namilich diejenigen Milchsdurebildner 
zusetzt, die in der Kette des intermediiren Kohlenhydratabbaues 
tiefer stehen, so sieht man, daB die Milchsiurebildung ungehemmt 
verlautt. 

Die Versuche mit Methylglyoxal sind in den Tabellen VIE und VIII 
zusammengestellt. Die Befunde zeigen, daB bei den tieferen Abbau- 
stufen die Hemmungswirkung von Monobromacetat auf die Milchsaure- 
bildung fehlt. Der Angriffspunkt der Monobromessigsiure muB also 
an der Stelle zwischen Kohlenhydrat und den Triosen liegen. Es kénnte 
daran gedacht werden, daB entweder die Phosphorsiureesterbildung 
oder Spaltung es ist, welche durch Monobromacetat gehemmt wird. 
Diese Frage laBt sich an den Geweben entscheiden, deren Kohlen- 
hydratabbau nicht iiber die Phosphatester geht. Diesist nach Warbu g° 
und Bumm und Fehrenbach® das Hirngewebe. Tabelle V zeigt aber. 


Tabelle VII. Methylglyoxal. 





: Milchsiure- 
Milchsiiure in mg-° 9 : 





zunahme 
N ohne Mono- mit Mono- ohne mit es Versuchs- 
al bromessigsiure bromessigsiure Mono- Mono- al tier 
GE Fb ccntntintiniidininimiumminainimnds eee | Tb 
a v le. . Me ri. essig- essig- 
Null Methyl Null Methyl £ g 


glyoxal glyoxal Séure siure 
1 529 1210 | 2570) 525 | 2238 | 13860 1713 Muskel Kaninchen 
2 204 432 1284 246 1278 852-1032 
3a 360 690 | 1720 372 1360 1030 988 
3b = 360 510 | 1360 | 354 1219 850 865 


4 578 600 1825 370 1350 1225 980 pa 

5 158 240 1046 «165 960 806 795 Leber = 
6 140 294 | 1678 133 | 1256 1384 1123 nm Hund 
7 72 83 | 1210 75 931 1127 856 Niere 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 236, 444, 1931. 
Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Berlin 1926. 

3 Bumm u. Fehrenbach, Hoppe-Seylers Zeitschr. 198, 238, 1930; 195, 
101, 1931. 
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iaB auch im Hirngewebe die Milchsaéurebildung aus Glucose unter- 
lrickt wird. Es ist also daraus zu schlieBen, daB die Monobromessig- 
dure nicht an der Esterbildung oder Spaltung angreift, sondern an 
dem Ubergang von Zucker zu den Triosen. 

Der Befund, daB® die Milchsiurebildung aus Methylglyoxal unter 
der Monobromacetatwirkung ungestért verliuft, beweist, daB die 
Ketonaldehydmutase gegen das Gift unempfindlich ist. Meine Versuchs- 
ergebnisse, die bereits im Dezember 1930 in der Sitzung der medizini- 
schen Gesellschaft Miinster vorgetragen wurden, stimmen mit Befunden 
iiberein, die spater von Lohmann’ an Froschmuskelextrakt und von 
Barrenscheen und Mitarbeitern? an Gewebe von Leber, Niere, Muskel 
und Blut mit Monojodacetat erhoben wurden. 

Von den Verbindungen mit drei Kohlenstoffatomen bedarf vor 
allem das Verhalten der Brenztraubensdiure, des ersten Dehydrierungs- 
produktes der Milchsiure, der Monobromessigsiure gegeniiber der 
Aufklarung. 

Brenztraubensaiure wird bekanntlich im Gewebe unter Aufnahme 
von zwei Wasserstoffatomen zu Milchsiure reduziert. 

Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle IX zusammengestellt. 


Tabelle IX. Brenztraubensaure. 





Milchsiure i 7.0), J 
lilchsiure in mg-°/o Milshetiare- 


zunahme 


ohne Mono- mit Mono- “ 
in mg- 


bromessigsiure bromessigsiure 


Nr. —____—_—. — -— (rgan, Versuchstier 
direkt eats ices ohne mit 
Null trauben- Ny]  trauben- Mono- 
siiure siure bromessigs&ure 

1 137 408 731 77 376 323 299 Leber, Kaninchen 
2 262 424 1010 138 515 586 377 oa Hund 

3 66 144 221 44 118 77 74 - Kaninchen 
4 28 218 427 12 137 209 125 x Hund 

5 152 240 540 114 196 300 8&5 ‘ Katze 

6 140 294 438 133 342 144 209 ‘ Kaninchen 
7 104 202 535 102 365 332 263 - Hund 

5 190 513 716 173 194 203 21 Muskel, Hund 

9 331 513 576 277 342 63 65 os a 
10 578 600 760 370 410 160 40 me Kaninchen 
lla 522 696 = 854 476 478 158 2 Brustmuskel, Taube 
llb 297 375 549 210 402 175 192 Beinmuskel. 
12a 538 1038 1276 614 614 238 0 Brustmuske!l, 

12b 519 678 786 366 618 108 252 ~=Beinmuskel, 

13 211 429 531 167 248 102 81 Herz, Hund 
14 122 126 330 69 114 204 45 Uterus, Mensch 

15 177 177 326 172 312 149 140 Hirn, Hund 

16 555 665 680 340 459 15 119 Muskel, Kaninchen 
17 107 220 362 121 194 142 73 Leber, Kaninchen 


Lohmann, diese Zeitschr. 236, 444, 1931. 
2 Barrenscheen, Braun u. Drequss, ebenda 240, 381, 1931. 


»)* 
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Der Einflu8 von Bromessigsiure auf den HydrierungsprozeB de: 
Brenztraubensaure zu Milchséure ist sehr wechselnd. Im allgemeinen 
ist eine Hemmungswirkung festzustellen, die aber nur in wenigen Fallen 
die Milchsaurebildung aus Brenztraubensaure unterdriickt. Bemerkens 
wert ist das verschiedene Verhalten der Brust- und Beinmuskulatur de1 
Taube. Wahrend die Brustmuskulatur unter der Einwirkung von 
Monobromessigsiure keine Milchsiure aus Brenztraubensiure_ bildet, 
liefert die Beinmuskulatur sogar mehr Milchsaure als ohne Monobrom- 
essigsiure. Diese Feststellung ist ein Beitrag zu der Verschiedenheit 
der Stoffwechselvorginge und der Reaktion gegen Gifte im Brust- 
und Beinmuskel der Taube (vgl. Miindelein'). 

Von besonderem Interesse ist das Verhalten einer Reihe von 
Sauren, von Bernsteinsdure, Fumarsdure, Apfelsdure, Glycerin phosphor 
sdure und Propionsdéure gegen die Einwirkung von Monobromacetat 
Die Sauren kamen in m/10 Lésung in Form ihrer Natriumsalze, auf 
die verwendete Gewebsmenge berechnet, zur Anwendung. Aus den 
Versuchen, die in Tabelle X zusammengestellt sind, geht hervor, dal) 
die Milchsiurewerte bei Gegenwart dieser Séiuren héher liegen als im 
Kontrollversuch ohne Zusatz. Die gegeniiber dem Kontrollversuch 
erhéhten Milchsiurewerte kénnten entweder darauf zu beziehen sein 
daB diese Saéuren dem anaeroben Milchséureschwund entgegenwirken 
oder aber selbst Milchsaurebildner sind. Mir scheint die letztere Annahm: 
die wahrscheinlichere zu sein, trotzdem sie zum Teil im Widerspruch zu 
den landlaufigen Ansichten steht (vgl. Diskussion zwischen Knoo) 


und A. Hahn?). 
3. Kohlenhydratbilanzversuche. 


Der Angriffspunkt der Monobromessigsaure liegt nach den bis 
herigen Versuchen oberhalb der Reihe der Triosen. Es ergibt sich da 
die Frage, wie die Abbauvorginge des Glykogens und der anaeroben 
zwischen Glykogen und einfachen Kohlenhydrat liegenden Zucker 
unter der Wirkung von Monobromacetat verindert werden. Dieser 
Frage gelten Bilanzversuche. Es ist hier vor allem die Frage zu ent- 
scheiden, wie sich die Gesamtkohlenhydrate der Gewebe, die nach 
Hydrolyse mit Salzsiure bestimmt werden und als Glucose angegeben 
sind, unter der Einwirkung von Monobromessigséure verhalten. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle XI zusammengestellt. 

Aus den Versuchen geht hervor, daB im Lebergewebe die Gesamt 


kohlenhydrate gleich bleiben. Im Herzmuskel ist eine durchschnittliche 


Abnahme von 8%, im Skelettmuskel von 17°% des Anfangswertes 
festzustellen. Die Milchsdurebildung ist in allen Fallen vollkommen 


' Miindelein, diese Zeitschr. 256, 376, 1932. 
* Knoop u. A. Hahn, Hoppe-Seylers Zeitschr. 209, 277 u. 279, 1932. 
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unterdruckt. Ja daruber hinaus ist ein erheblicher Teil anaerob zun 
Verschwinden gebracht worden. In den Kontrollversuchen ohne Mono 
bromessigsaure haben die Gesamtkohlenhvdrate entsprechend de 
Zunahme an Milchsaure stark abgenommen 

Die Versuche haben gezeigt. daB die Gesamtkohlenhydrate unter 
der Monobromessigsdurewirkung in der Leber konstant bleiben. in 
Muske] dagegen eine Abnahme zeigen. Worauf dieser Kohlenhvdrat 
schwund beruht, ist nicht ohne weiteres zu entscheiden 

In elner welteren Reihe von Versuchen wurde das Verhalten d: 
Glykogens untersucht. In keinem Falle war eine Einwirkung der Mono 
bromessigsaure auf die Hydrolyse des Glivkogens festzustellen Das 
praformierte und zugesetzte Gly kogen verschwindet bei der Digestior 
in Phosphatlésung mit derselben Geschwindigkeit wie ohne Zusatz vor 
Monobromacetat. Von einer Wiedergabe der Zahlen kann daher al 
gesehen werden. 

In der folgenden Versuchsserie (Tabelle XII) wurden die Meng 
der bei der Hydrolyse des Glykogens gebildeten reduzierenden Kohler 
hydrate (als Glucose berechnet) und die Milchsaurebildung verfolgt 
Die erhaltenen Werte wurden in der Tabelle auf den Glykogenzusatz 
(als Glucose angegeben) bezogen. So sind z. B. in Versuch | aus den 
zugesetzten Glykogen, entsprechend 1060 mg-°, Glucose 1405 —- 842 

563 mg-°,, Milchsdure entsprechend 52°, des zugesetzten Glykogens 
und 554 — 261 293 mg-°, reduzierendes Kohlenhydrat entsprechen 


27°, des zugesetzten Glykogens entstanden. Im Parallelversuch mit 


Monobromessigsdure sind es nur 7 bzw. 15°, des zugesetzten Glykogens 
Ohne Monobromessigsaure sind also 52 — 27 79°, des zugesetzter 
Glykogens als Milchsaure und reduzierendes Kohlenhydrat erschiene: 
mit Monobromessigsaure nur 7 + 15 22°. Bildet man so aus det 
auf die Milchséure und reduzierendes Kohlenhydrat entfallender 
Anteilen des Glykogens die Summe, so ergibt sich, daB bei Skelett 
muskel in den Versuchen ohne Monobromessigsaure mehr Glykoge: 
in Milchsdure und reduzierendes Kohlenhydrat ubergegangen ist als 
in den Versuchen mit Monobromessigsaure. Es miissen also mehr nicht 
reduzierende Kohlenhydrate entstanden sein 

Besonders tibersichtlich liegen die Verhaltnisse bei der Muskulatu: 


von Herz, Zwerchfell und Winterfréschen, die aus Glykogen nur wenig 


Milchsdure bilden kénnen. Vergleicht man die Versuche 5, 8 und 10) 


bei denen aus Glvkogen nur ganz wenig Milchsaéaure entstanden 


miteinander, so zeigt sich, daB sich Skelettmuskel und Zwerchfel! 


gleichsinnig verhalten, indem hier unter der Einwirkung von Monobrom 
essigsiure weniger reduzierende Kohlenhydrate entstanden sind 
ohne Monobromessigsaure. Herzmuskel verhalt sich in zwei von dr 


Fallen umgekehrt 





a als 


“ey 


(iHykoyenoly 


X// 


Tahelle 




















Peep pegs 


Wil 


ulbt 
thi 


el 


end 


tend 


vind 


bool 
root 


mul ae 


on — ; 
wer (OUGAOMA T+) 1iX 9)9qu,, 

















344 W. Haarmann: 


. 


Da die reduzierenden sogenannten Zwischenkohlenhydrate die 
tiefere Abbaustufe des Glykogens darstellen, so wiirde das fiir den 
Skelettmuskel bedeuten, daB unter der Einwirkung von Monobrom- 
acetat die Menge der reduzierenden Kohlenhydrate geringer ist als ohne 
Monobromacetat. Da aber das gesamte Glykogen abgebaut ist, miissen 
dafir die nichtreduzierenden Kohlenhydrate in gréBerem Umfange 
erhalten geblieben sein. Es lige mithin eine Schadigung der Ferment- 
reaktionen vor, die eine Aufspaltung des Glykogens bis zu den ein- 
fachen Hexosen bewirken. Da das Glykogen selbst nicht erhalten 
bleibt, muB die erste Einwirkung der Monobromessigsaure unterhalb 
des Glykogens einsetzen. 

Die Aufstellung von Glucosebilanzen ist leichter als von Glykogen- 
bilanzen, da die Reduktionszahlen absolute Glucosewerte angeben, 
waihrend bei Bestimmung der reduzierenden Zwischenkohlenhydrate 
die Reduktionswerte je nach den vorhandenen Verbindungen von- 
einander und von denen der Glucose abweichen, trotzdem aber als 
Glucose berechnet werden. Es besteht eben keine andere Méglichkeit, 
die erhaltenen Reduktionswerte miteinander zu vergleichen. 

Die Versuchsergebnisse (Tabelle XIII) ergeben iibereinstimmend, 
daB bei allen Organen der Gehalt an zugesetzter Glucose unter det 
Einwirkung von Monobromacetat konstant bleibt. In den Fallen 
(Versuch 1 und 4), in denen trotz Monobromacetat geringe Mengen 
Milchsaiure aus Glucose entstanden sind, entspricht die gebildete Menge 
Milchsaiure der Glucoseabnahme. Selbst in Geweben wie Hirn und 
Herz, die Glucose sehr schnell glykolysieren, dabei aber weniger Milch- 
siure bilden, als der verschwundenen Glucose entspricht!, bleibt de: 
Gluocsegehalt gleich. Es ware der Fall méglich gewesen, daB Glucose 
trotz Aufhebung der Milchséurebildung abgebaut wiirde. Es kénnte 
dann ein zweiter Abbauweg der Glucose, der nach den Glucosebilanz- 
versuchen angenommen werden mu, durchlaufen werden, wobei keine 
Milchsdure auftrite. Durch die Monobromessigsaure sind alle von der 
Glucose zu niederen Abbauprodukten fiihrenden Fermentreaktionen 
blockiert. 

4. Einwirkung von Monobromacetat auf die Phosphatabspaltung. 


Nach einer Annahme von Lohmann? beruht die Monojodacetat- 
vergiftung der Gewebe auf einer Hemmung der Bildung bzw. Auf- 
spaltung des bei der Milchséurebildung entstehenden labilen Hexose- 
monophosphorsiureesters. Nach dem oben angefiihrten Befund, dab 
auch im Hirngewebe die Milchsiurebildung aus Glucose durch Mono- 
bromacetat unterdriickt wird, war es an sich unwahrscheinlich, dal 


1 Haarmann, diese Zeitschr. 255, 142, 1932. 
2 Lohmann, ebenda 236, 444, 1931. 
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die Phosphatesterspaltung als einziger Angriffspunkt der Monobrom- 
essigsdure in Betracht kommt. 

In der folgenden Versuchsserie (Tabelle XIVa und XIVb) wurde 
die Abspaltung von Phosphorséiure aus Hexosediphosphat, Hexose- 
monophosphat (Embden-Ester) und Glycerinphosphat untersucht. 


Tabelle XIVa. 


Phosphatabspaltung. 





Mono- Phosphatabspaltung in mg-°/9 
Versuchsanordnung ano 

siure | Versuch1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 
Cee Te 5 On a ee we ohne 4,6 2,4 4,0 2,8 

mit 4,2 1,2 3,8 2,8 
Hexosediphosphorsiure. . . . . ohne 22,8 28,0 22,2 37,1 

mit 21,7 21,8 20,9 37,1 
Hexosemonophosphorsiure . . . ohne — 10,0 — 11,4 

mit -- 10,2 11,4 
Glycerinphosphorsiure. . .. . ohne 10,2 10,6 7,8 16,6 

mit 9,6 9,8 7,5 9,7 


Tabelle XIV 6. 





. Hemmung der Phosphatabspaltung in °/) 
Versuchsanordnung 





Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3. Versuch 4 


=F Me 9 50 5 0 
Hexosediphosphorsiure .... . 1 22 6 0 
Hexosemonophosphorsiure. . . . —- 0 0 
Glycerinphosphorsiure. . ... . 6 8 4 42 


‘ Die Sauren kamen in Form ihrer Natriumsalze zur Anwendung. Als 
Fermentmaterial diente viermal stark mit Wasser extrahiertes Muskel- 
gewebe von Kaninchen (Versuche | bis 3) und Katze (Versuch 4). Durch 
das Auswaschen mit Wasser werden die Hauptmasse des im Gewebe vor- 
handenen Brennmaterials, die anorganischen Salze und die meisten Fermente 
entfernt. Erhalten bleiben die Gewebsphosphatasen. Derart vorbehandeltes 
Gewebe bildet wegen Fehlens der Fermente aus Kohlenhydraten keine 
Milchséure mehr. Die hydrolytische Abspaltung von Phosphat ist jedoch 
erhalten geblieben. 

Die Phosphorséure wurde kolorimetrisch bestimmt. 


Die Ergebnisse der Tabelle zeigen, daB durch Monobromacetat in 
einer Konzentration, die die Milchsiurebildung bereits vollkommen 
unterdriickt (1 : 500), die Phosphatabspaltung aus Hexosemonophosphat 
iiberhaupt nicht, aus Glycerinphosphat und Hexosediphosphat nur 
ganz wenig beeinfluBt wird. In Versuch 4 ist die Hemmungswirkung 
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bei Glycerinphosphat stairker ausgeprigt, waihrend sie bei Hexosemono- 
und -diphosphat fehlt. 

Die Versuche ergeben keinen Anhaltspunkt dafiir, daB die Mono- 
bromacetatwirkung ihren Angriffspunkt bei den Gewebsphosphatasen 
bzw. -phosphatesen hat. DaB lediglich die Phosphatese, die die Synthese 
des hypothetischen labilen Phosphatesters in die Wege leitet, geschadigt 
ist, ist wenig wahrscheinlich. Die Hemmung der Aufspaltung dieses 
Esters kommt nicht in Betracht, da bei gleichbleibender Geschwindig- 
keit der Spaltung der zugesetzten Ester die Menge des anorganischen 
Phosphats niedriger sein mite als ohne Zusatz von Monobromacetat. 
Ist die Bildung des Phosphatesters ungestért, der Zerfall aber gehemmt, 
dann miiBte durch die Esterbildung ein Teil des frei gewordenen an- 
organischen Phosphats abgefangen werden. Macht man die wohl 
hinreichend gesicherte Annahme, daB die Milchséiurebildung aus Glucose 
durch Hirn- oder Tumorgewebe ohne intermediare Bildung von Phosphat- 
estern vor sich geht, so mu} die Monobromessigsaure direkt in die 
fermentativen Vorginge eingreifen, die das Hexosemolekiil in zwei 
Molekiile Triosen sprengen. Welche dieser Reaktionen betroffen ist, 
laBt sich experimentell zunachst nicht entscheiden, da die Zwischen- 
glieder noch nicht nachgewiesen sind. 

Bereits friiher hatte Yamasaki! aus Neubergs Laboratorium bei der 
Hefegirung bewiesen, da Monojodessigsiure die desmolytischen ‘Teil- 
enzyme (Glykolase und Carboxylase) nicht oder nur wenig beeinfluBt. Er 
zeigte ferner, daB die Vergirung von Hexosephosphat nicht unterbunden 
ist, und da hierbei Dephosphorylierung stattfindet, so ergibt sich, daB 
die Phosphatase von Jodessigsiure unbeeinfluBt bleibt. Meine Befunde 
stimmen mit den Ergebnissen Yamasakis iiberein. 


5. Monobromessigsiurevergiftung am Kaninchen. 

Uber die Wirkung der Monobromessigsiure am lebenden Tier liegen 
Versuche von Neuss? aus dem hiesigen Institut vor. Danach sind 3 bis 4mg 
Monobromessigsiure subcutan injiziert fiir die Maus tédlich. Beim Kanin- 
chen sind 50 mg/kg intravenés letal. Der Tod erfolgt durch Kreislauf- 
schadigung unter Krimpfen. In Urethannarkose werden wesentlich héhere 
Gaben vertragen. Es kommt dabei zur Hyperglykimie. Die Untersuchung 
der Stoffwechselwirkung, deren Ergebnisse in der Arbeit von Neuss kurz 
besprochen sind, ergab, daB eine tédliche Vergiftung bereits zustande kommt, 
wenn die Stoffwechselwirkung an der Muskulatur noch nicht nachweisbar ist. 

Die Versuchsergebnisse sind aus Tabelle XV _ ersichtlich. 

Die in Urethannarkose mit Monobromacetat behandelten Tiere wurden 
bei tiefem Blutdruck, der in iiblicher Weise mit Membranmanometer nach 
Trendelenburg aufgezeichnet wurde, getétet und die Organe dann sofort 
verarbeitet. Die Versuchsansitze wurden 2 Stunden bei 38° im Thermo- 
staten gehalten. Bei den Tieren in Urethannarkose kam es nicht zu Krampfen 
und Starre der Muskulatur. Die Versuche zeigen einheitlich, daB das 


1 Yamasaki, diese Zeitschr. 228, 123, 1930. 
2 F’. Neuss, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 160, 551, 1931. 
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Tabelle XV. 


Monobromessigsaurevergiftung (Kaninchen). 





Milehsdure in mg-°®/, 


Nr. : 2 Mono- Organ Vorbehandlung Bemerkungen 
: , Glu- Gly-  brom- des Tieres 
direkt Null cose kogen = essig- 
saure 
1 470 490 — 948 381 Muskel Hungertier, 
59 52 52 Leber 3900g, 50mg 
Monobrom- 
essigsaure/kg, 
Tod unter 
Krampfen 
nach 5 Min. 
2 261 | 578 - 1010 168  Muskel 2800g, 300mg Blutzucker: 
44 36 — - 22 Leber Monobrom- at wat 
essigsiure in 0.0431 9/, 
Urethannar- 
kose . 
3 10 11 13 : 9 Leber 2300g, 400mg Leber: Gesamt- 
6 14 14, - 7 Niere Monobrom- — *0hlenhydrate 
127 , 656 — ~ Hirn essigsiure in 01810, Glyko- 
36 124 147 19 Muskel Urethannar- gen, Blutmileh- 
kose siure: 0,019 °/,. 
4 5D 62 — —- 43 Leber Hungertier, Herz : 0,210 °/o 
28 26 28 - 16 Niere 50 mg Mono- ee 
374 731 682 1334 374 Muskel bromessig- kohlenhydrate 
saure/kg, Tod 
innerhalb 
5 Min. Extre- 
mitaten 
weich 
5 226 233 1254 253 — Hirn 50mg/kg, Tod 


nach 5Std. 


Milchséurebildungsvermégen der Leber und Niere durch die Vergiftung 
des ‘Tieres mit Monobromacetat vollkommen aufgelhoben ist. Die Milch- 
siurewerte sind enorm niedrig. Leber und Niere kénnen auch aus zu- 
gesetzter Glucose keine Milchsiure mehr bilden. Zugesetzte Monobrom- 
essigsiure fiihrt zu weiterer Abnahme der vorhandenen Milchsaure. 

Man mu8 annehmen, daB das ins Blut injizierte Bromacetat sich sehr 
schnell in der Leber und Niere verteilt und hier die wirksame Konzentration 
fiir die Giftwirkung schafft. Anders verhalt sich die Skelettmuskulatur 
und das Hirn. In Versuch 1, 2 und 4 ist die Bromessigséiurewirkung nicht 
vorhanden. Es findet eine erhebliche Nachbildung von Milchséure aus im 
Muskel praformierten und zusammengesetzten Glykogen statt. Bei Ver- 
such | handelt es sich um ein Hungertier, bei dem Digestion die Milchsaure- 
menge nicht vermehrt hat, was weiter nicht verwunderlich ist. Erst Zusatz 
von Monobromessigséure fiihrt zu dem typischen anaeroben Milchsaure- 
schwund. MHungertiere’ sind der Giftwirkung gegeniiber empfindlicher. 


7 . : , 4 = 
1 Uber das Verhalten von Hungertieren wird Frau Weickert-Meyer 
berichten. 
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Wahrend bei einer Dosis von 300 mg/kg die Monobromessigséurewirkung 
an der Muskulatur noch nicht nachweisbar ist, fiihren noch héhere Dosen 
(400 mg/kg) in Versuch 3 auch zu einer Vergiftung des Milchsdurebildungs- 
vermégens der Muskulatur. Die Milchsaiurewerte sind sehr niedrig und 
lassen sich auch durch Glykogenzugabe nicht steigern. Durch die biologische 
Analyse der Organe der mit Bromacetat vergifteten Tiere ist es méglich, 
die Verteilung des Giftes im Organismus zu untersuchen. 


Zusammenfassung, 


Monobromacetat unterdriickt die Milchsiurebildung aus Kohlen- 
hydraten im Gewebe. Dariiber hinaus kommt es zu einem anoxybionti- 
schen Milchsiureschwund, der besonders deutlich bei Lactatzusatz in 
Erscheinung tritt. 

Ein anaerobes Verschwinden der Milchsaiure laBt sich auch ohne 
Monobromacetatzusatz bei Hirngewebe zeigen, das nur geringe Mengen 
Milchsiure aus den praformierten Kohlenhydraten nachbildet, in 
erheblichem Umfange bei Lactatzusatz. 

Der anaerobe Milchsiureschwund bei Skelettmuskel betrug durch- 
schnittlich 8] mg-°%, bei Lactatzusatz 218 mg-°%. 

Die Empfindlichkeit der einzelnen Fermentsysteme der Monobrom- 
acetatwirkung gegeniiber ist sehr verschieden. Die Milchsiurebildung 
aus den praformierten Kohlenhydraten des Gewebes wird bei einer 
Konzentration an Monobromessigsiure von 1: 4000 bis 1: 250 ver- 
hindert, bei Glykogenzusatz von 1 : 1000 bis 1 : 250. Nur unvollstandig 
gelingt die Hemmung der Milchséiurenachbildung aus Hexose- 
diphosphat. 

Die Methylglyoxalase ist gegen die Monobromacetatvergiftung 
unempfindlich; desgleichen ist der Reduktionsvorgang der Brenz- 
traubensaure zu Milchsiure nur wenig gestort. 

Bei Zusatz von Bernsteinsiure, Fumarsiure, Apfelsiure, Glycerin- 
phosphorsiure und Propionsiure werden unter der Monobromacetat- 
wirkung héhere Milchsiurewerte gefunden als ohne Zusatz dieser 
Sauren. 

Auf die Hydrolyse des Glykogens ist Monobromacetat ohne EinfluB ; 
der Glucoseabbau wird vollstaéndig unterdriickt. 

Die Phosphatabspaltung aus Hexosediphosphat, Hexosemono- 
phosphat und Glycerinphosphat wird durch Konzentrationen an 
Monobromacetat, die die Milchséurebildung vollstandig aufheben 
wiirden, nur wenig gehemmt. 

Eine tédliche Monobromacetatvergiftung des Kaninchens kommt 
bereits zustande, wenn die Stoffwechselwirkung an der Muskulatur 
und am Hirn noch nicht nachweisbar ist. Das Milchsiurebildungs- 
vermégen der Leber und Niere ist dabei jedoch bereits vollkommen 


aufgehoben. 








Vergleichende Untersuchungen iiber die Wirkung von Oxalat, 
F luorid, und Monobromacetat auf den Kohlenhydratstoffwechsel. 


Von 
Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster i. Westf. ) 


(Eingegangen am 25. Oktober 1932.) 


Die hemmende Wirkung von Fluorid und Oxalat auf die Milchsaure- 
bildung ist seit langem bekannt. Nach Lipmann! hemmt Natrium- 
fluorid bereits in n/100 Lésung die Milchsiurebildung um 100%, 
Oxalat nach Meyerhof? in n/20 Lésung um 90%. Bekanntlich haben 
Embden und Zimmermann® sowie auch Lohmann* die Fluoridwirkung 
benutzt, um die verschiedenen Hexosephosphorsaureester herzustellen. 
Zweck der folgenden Untersuchungen war, den Wirkungsmechanismus 
von Fluorid und Oxalat mit der Wirkung von Monobromacetat zu 
vergleichen. 


1. EinfluB von Fluorid und Oxalat auf die Milchsiurebildung. 

Die Konzentration der zugesetzten Stoffe in den Versuchsansatzen 
war: n/100 Natriumfluorid bzw. n/20 Natriumoxalat bzw. Monobrom- 
acetat 1:500. Die Tabellen I und II geben einen Vergleich der Milch- 
siiurebildung unter dem EinfluB der drei genannten Stoffe. 

Die Versuche an Skelettmuskulatur zeigen, da8 auch Fluorid und 
Oxalat in der Mehrzahl der Fille die Milchsiurebildung wie Monobrom- 
acetat nicht nur vollkommen unterdriicken, sondern es kommt dariiber 
hinaus wie bei Monobromacetat zu einem anaeroben Milchsiureschwund, 
iiber den in der vorigen Arbeit berichtet wurde. Am wirksamsten ist 
Monobromacetat. Es folgt Oxalat, das dem Fluorid in den meisten 
Fallen iiberlegen ist. In Versuchen mit zugesetztem Glykogen und 
Hexosediphosphat gelingt die Hemmung der Milchsiurebildung ahnlich 


' Lipmann, diese Zeitschr. 196, 3, 1928. 

2 Meyerhof, Pfliigers Arch. 188, 114, 1921. 

3 Embden u. Zimmermann, Hoppe-Seylers Zeitschr. 141, 225, 1924. 
4 Lohmann, diese Zeitschr. 222, 324, 1930; 236, 444, 1931. 
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wie bei Monobromacetat weniger vollkommen. Bei Glykogenzusatz 
ist Oxalat wirksamer als Fluorid; bei Hexosediphosphat sind Fluorid 
und Oxalat gleichwertig. Ein abweichendes Verhalten findet sich bei 
Hirn und Lunge, die nach Warburg! und Bumm und Fehrenbach? die 
Glucose auch ohne intermediire Phosphorsiéureesterbildung in Milch- 
siure tberfiihren. Hier la8t sich durch Fluorid und Bromacetat eine 
vollstandige Unterdriickung der Milchsiurebildung aus Glucose er- 
zielen, nicht aber durch Oxalat. Unter der Oxalatwirkung bleibt zwar 
die Milchsiurebildung hinter der Norm zuriick, ist aber in jedem Fall 
betrichtlich. Damit ist sichergestellt, daB sich die Oxalatwirkung 
von dem Wirkungsmechanismus der beiden anderen Stoffe unter- 
scheidet. 

Wir diirfen wohl annehmen, daB ein Unterschied zwischen Mono- 
brom- und Monojodacetat nicht besteht. 


Lohmann’, der die Wirkung von Monojodacetat und Fluorid mit- 
einander verglich, nimmt fiir die beiden Stoffe eine vdéllig verschiedene 
Angriffsweise an. Er findet, daB die Fluoridvergiftung reversibel ist, waihrend 
die Monojodacetatvergiftung nach ihm irreversibel ist. Das Fluorid soll 
sich nach Lipmann* mit dem eisenhaltigen Bestandteil des milchséure- 
bildenden Fermentsystems zu einem inaktiven Komplexsalz verbinden, 
das Monojodacetat dagegen nach Lohmann mit der Eiweifikomponente 
des glykolytischen Fermentsystems. Als Stiitze dieser Annahme fiihrt 
Lohmann an, daB Athylurethan die Wirkung von Monojodacetat abschwiacht, 
nicht dagegen die Fluoridwirkung und deutet das als adsorptive Verdriingung 
des Monojodacetats durch das Urethan. 

Uber die Beeinflussung der Milchséurebildung durch die verschiedenen 
Hypnotika soll an anderer Stelle ausfiihrlicher berichtet werden. 


In den Versuchen der Tabelle ITT wurde der Einflu8 der Hypnotika 
auf die Monobromacetat-, Fluorid- und Oxalatwirkung untersucht. 


Die Konzentration der zugesetzten Hypnotika war 1°,., von den 
schwerléslichen Verbindungen Adalin, Noctal, Neuronal, Sulfonal und 
Bromural wurden gesittigte Lésungen benutzt. Die Hypnoticakonzentra- 
tion in den Versuchsansatzen betragt ein Fiinftel der zugesetzten Lésungen. 
Die Hypnotica wurden gleichzeitig mit den glykolysehemmenden Sub- 
stanzen den Versuchsansaétzen hinzugegeben. Obwohl anzunehmen ist, 
da®B die Mehrzal.} der untersuchten Stoffe in gleicher Weise oberflachenaktiv 
ist, verhalten sie sich trotzdem der Milchséiurebildung gegeniiber sehr ver- 
schieden, und die gleiche Verschiedenheit zeigt sich auch hinsichtlich der 
Kombinationswirkung mit Monobromacetat, Fluorid und Oxalat. Die 
Hypnotica fiir sich allein kénnen die Milchsiéiurebildung hemmen. Das ist 
der Fall beim Avertin (Tribromaéthylalkohol) und wenigen anderen. Viele 
andere hemmen die Milchséurebildung an sich nicht. Werden sie jedoch 
gleichzeitig mit Monobromacetat, Fluorid und Oxalat zur Anwendung 


' Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Springer, 1926. 
2 Bumm u. Fehrenbach, H. 198, 238, 1930; 195, 101, 1931. 

3 Lohmann, diese Zeitschr. 236, 444, 1931. 

‘ Lipmann, ebenda 206, 171, 1929. 
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Tabelle 111. 


H ypnotica. 





Milchsdure, mg-° 


Zusatz Versuch 1 Versuch 2 
Monobrom- Fluorid Oxalat Monobrom 
acetat acetat 
Dieter Vereen .. . . 6 ss 612 612 612 574 
Kontrollversuch ohne Zusatz von 
Peyemeeeess ww we 8 520 660 714 356 
OR nes rN (arr oa” 588 628 632 466 
SR aS an ns eee 494 540 594 284 
ES Be a ae oe tha, 362 166 540 338 
Veronal-Natrium ........ 494 628 764 370 
Luminal-Natrium........ OO 712 670 440 
ars is eat A a 626 706 740 416 
EE ene ees ae 570 700 696 446 
ee Nr ee ae a eee 520 648 542 
Bromural. ..... Plante oe od 538 628 R02 
De eete te Lak oreo 576 686 656 500 
Ee ere ee ee ae ee 508 646 704 546 
Se ae eee 652 640 702 : 


gebracht. so findet sich die von Lohmann beobachtete Authebung der 
Wirkung. Wir kénnen beim Urethan die Befunde Lohmanns bestatigen: 
die Monobromacetatwirkung wird dabei abgeschwacht, die Fluorid- und 
Oxalatwirkung dagegen wird verstarkt. Nach unseren Versuchen verhalten 
sich Pernocton, Noctal, Adalin und Sulfonal in Versuch 1 der Tabelle II! 
ahnlich, in Versuch 2 Luminal, Pernocton, Noctal, Adalin und Neodorm. 
Gegen die Annahme Lohmanns spricht, daB unter der Wirkung der Hypno 
tica Voluntal (Trichlorurethan) und Avertin der Monobromacetateinfluls 
verstarkt wird, obgleich man nach Lohmanns Ansicht von samtlichen 
Hypnoticis erwarten muB, daB sie die Monobromacetatvergiftung durch 
adsorptive Verdringung teilweise aufheben. Wie verwickelt die Verhalt 
nisse liegen, ergibt sich besonders daraus, das die untersuchten H ypnotica 
Urethan, Voluntal und Avertin bei gleichzeitiger Einwirkung von Fluorid 
und Oxalat das anaerobe Verschwinden der Milchsaéure aéhnlich in E1 
scheinung treten lassen, wie es oben von der Monobromessigsaure beschrieben 
wurde. Der anaerobe Milchsaéureschwund ist bei reiner Wirkung von Fluorid 
und Oxalat nur unregelmaBig vorhanden, in der Kombination mit den 
hypnotischen Mitteln dagegen sehr erheblich verstarkt. Dabei ist es gleich 
giltig, ob die Hypnotica, wie das Avertin, die Milchséurebildung an sich 
hemmen oder, wie das Urethan, unbeeinfluBt lassen. Demnach laBt sich 
ein abschlieBendes Urteil tiber die abweichende Wirksamkeit des Urethan 
zusatzes zu den verwendeten Hemmungsmitteln der Milchsaurebildung 
zur Deutung des Mechanismus der Milchsaiurehemmung nicht zwingend 
verwerten. Jedoch ist Lohmann dahin beizupflichten, daB durch das gegen 
saitzliche Verhalten gegeniiber Urethanzusatz ein Unterschied des Mechanis 
mus von Bromacetat und Fluorid bewiesen ist. 


Die Methylglyoxalase wird durch Fluorid oder Oxalat in Konzen- 
trationen, die die Milchsiurebildung im Gewebe stark hemmen, nicht 
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Die Ausbeute an Milchsiure aus Methylglyoxal ist groBer 
als bei Gegenwart von Monobromacetat (Tabelle [IV und V). Die Ursache 
ist darin zu suchen, daB trotz gleich starker Abnahme von Methyl- 
glyoxal die Reaktion Methylglyoxal—> Milchsaure vollstandiger ver- 
lauft als bei Gegenwart von Monobromacetat (Tabelle V). Das diirfte, 
wie friiher! eingehend beschrieben, darauf beruhen, daB der Mechanismus, 
der Methylglyoxal auch ohne Umwandlung in Milchsiure zum Ver- 


nur der eine Weg, namlich Ubergang des Methylglyoxals in Milchsiure, 
offen bleibt. 


Tabelle 1V. 


Methylglyoxal. 





Zusatz 


Monobromessigsiiure 
Natriumfluorid 
Natriumoxalat . 


Monobromessigsiiure 
Natriumfluorid . 
Natriumoxalat . 


Methyiglyoxalbilanz (aut | 


Methyl- 

direkt Null givoxal 
72 83 1210 
72 75 931 
72 belt) 1162 
72 8&3 1282 
578 HOO 1825 
78 370 1350 
578 442 L850 
578 429 1786 


Milchstiure, mg-° 


Tabelle V. 


Milch- 
siiure- 


Zu- 


Organ 


nahme 


mg-' 


1127 

856 
L074 
119 


1225 
YSO 
1408 


1357 


Niere 


Muske} 


r Crewebe). 


{ 


Versuchstier 


Hund 


Kaninechen 





Versuchs- 
anordnung 


Direkt. 
Ohne Zusatz 
Monobrom. 
Fluorid 
Oxalat 


Direkt . 
Ohne Zusatz 
Monobrom. 
Fluorid 
Oxalat 


Haarmann, 


Organ 


Niere 
Hund 


Muskel 


Kan. 


eem Methyl- 
n 10 Jod glyoxal 
Diffe- 
Me- renz ge- 
thvl- Jod tun- Um- 
Null glvy- den Satz 
oxal 
mg 
0.56 16.80 16,24 14.64 ‘) 
0.72 6.04 5,32 4,80 67 1 
0.80 6,64 5.84 5.26 64 
0.96 6,12 5.16 4.65 68 1 
0.80 5,24 4.44 4,00 73 1 
1,20 14.60 13,40 12,06 0 
0.72 1.60 0.88 0.79 94 1 
0,88 2,48 1,60 1,44 88 
1.94 1,84 0,80 0,72 94 1 
1.20 1.92 ' 0.72) 0.65 95 1 
diese Zeitschr. 255. 125, 1932. 


Milehsiure- 


zunahme 
Me 
thyl- 
ng gly- 
oxal 
mg 
‘) 0) 
127 8.90 
8.56 6.85 
0.74 &.60 
1.99 44.60 
0 0) 
225 9.80 
YSU) 


3.57 10,84 
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4 38 
4 GY 
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11,27 
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11.34 
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Analog der Monobromessigsaurewirkung wird auch der Reduktions 
vorgang der Brenztraubensaiure zu Milchsaure durch Fluorid ode: 
Oxalat nicht oder nur in geringem Umfang beeinfluBt, wie aus Tabelle V1] 
ersichtlich ist. Bei Verwendung von Muskelgewebe entsteht sogar 
erheblich mehr Milchsaiure als ohne Zusatz von Fluorid oder Oxalat. 
wahrend bei Zusatz von Monobromacetat die Milchsiurebildung aus 
Brenztraubensaure nur gering ist. Die nachweisbare Milchsaurebildung 
aus Brenztraubensadure als endothermer Vorgang ist abhangig von de: 
Menge der im Gewebe als Wasserstoffdonatoren vorhandenen Stoffe. 
ferner von der GréBe des anaeroben Milchsaureschwundes. Ist letztere: 
stark ausgepragt, so kénnen anaerobe Abnahme und Milchséiurezunahme 
aus Brenztraubensaure sich kompensieren, so dab die Menge der be- 
stimmbaren Milchsiure konstant bleiben kann. Das Uberwiegen de1 
einen oder anderen Reaktion bedingt die Ausbeute an Milchsaure 
Wie der ProzeB verliuft, 1aBt sich im Voraus nicht sagen. Die quanti 
tativen Unterschiede kénnen, wie in einer friiheren Arbeit! iiber Brenz 
traubensaure gezeigt wurde, sehr erheblich sein. 


Tabelle VI. 


Brenztraubensaure. 





Milchsaiure in mg-' 


Milch- 
N Zusatz Brenz- P ee Organ Versuchstier 
, nepa direkt Null trauben- || 2™"ahme 
saure Ing-' 
1 578 600 760 160 Muskel Kaninchen 
Monobrom. 578 370 410 40 
Fluorid . . 578 442 657 215 
Oxalat .. 578 429 800 371 
2 - 104 202 535 332 Leber Hund 
Monobrom. 104 102 365 263 
Fluorid . . 104 122 390 268 
Oxalat .. 104 136 316 180 
3 . 114 166 208 42 Leber Kaninchen 
Monobrom. 114 72 166 94 
Fluorid . . 114 114 152 38 
Oxalat . . 114 132 176 44 


2. Kohlenhydratbilanzversuche. 
Analog der Monobromessigsiure ist auch Fluorid und Oxalat 
auf die Hydrolyse des Glykogens ohne EinfluB. Im Gewebe praformiertes 
und zugesetztes Glykogen verschwinden bei der Digestion in Phosphat- 


1 Haarmann, diese Zeitschr. 255, 136, 1932. 
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lésung restlos. Da, wie im vorstehenden beschrieben, die Milchséure- 
bildung aus den entstandenen Hydrolyseprodukten stark gehemmt ist, 
muB es zu einer Anhaufung der sogenannten Zwischenkohlenhydrate 
kommen. Wie aus den Tabellen VII und VIII ersichtlich ist, ist die 
Menge der entstandenen reduzierenden Zwischenkohlenhydrate bei 
Fluorid und Oxalat wesentlicher geringer als unter der Wirkung ven 
Monobromessigséure. Erinnert sei daran, da die Menge der unter 
dem EinfluB von Monobromessigsiure aus dem Glykogen entstehenden 
reduzierenden Kohlenhydrate bereits niedriger ist als ohne Zusatz. 
Durch Fluorid und Oxalat muB mithin das Verhaltnis der reduzierenden 
zu den nicht reduzierenden Kohlenhydraten noch mehr zugunsten 
der nicht reduzierenden Kohlenhydrate verschoben sein, wie aus dem 
Bilanzversuch der Tabelle VIII hervorgeht. Wahrend die Summe 
der auf das zugesetzte Glykogen entfallenden Anteile aus Milchsaéure- 
und Hexosezunahme ohne Zusatz eines die Milchsiurebildung hem- 


Tabelle VII. 


Monobromacetat, Fluorid, Oxalat. 





Glykogen . 

Se Glykogen Glykogen 

Nr Untersuchte Direkt Null Glykogen  brom- 
‘ Substanzen acetat 


Organ 


Fluorid Oxalat ; und 
: Versuchstier 


mg-"/5 mg-*% mg-° , mg-* mg-°/5 mg-" 9 
l Milchsiure 515 755 1365 443 498 471 Muskel, 
Glucose. 398 210 483 786 511 576 Kaninchen 
2 Milchsaiure 467 470 1284 190) 445 620 Muskel, 
Glucose. 338 415 582 825 477 368 Kaninchen 
3 Milchsaure 218 415 432 205 241 262 Muskel. 
Glucose. 316 407 899 1105 927 777 Hund 
4  Milchsiure 356 392 556 278 390 296 Muske!, 
Glucose. 378 348 750 1083 877 R67 Kaninchen 


Tabelle VIII. 


Glykogenolyse. 





Gly- Mileh- | treyose- 
Milchséure in mg-° , Glucose in mg- kogen- stiure- zZu- 
zusatz zu- nahme rean 
Zusatz in nahme | j,, ¢ und 
; ' mg-"/, in ‘ Giv- Tier 
Gly- : P Gly- ilu- ily- wey 
direkt’ Null jogen direkt Null jogen Git GIS” | kogen 
600 755 1368 386 250 412 = 1008 61 17 Muskel, 
Monobrom. 600 435 522 386 256 893 L005 +] 64 Kanin- 
Fluorid - 600 504 5O8 386 89 498 1003 10 42 chen 
Oxalat- - 600 543 556 «386 140 310 1095 1 17 
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menden Stoffes 77° betrigt, ergeben sich bei Zusatz von Monobrom- 
acetat 73°, Fluorid 52°, und Oxalat nur 18°. Daraus folgt, daB dix 
nicht reduzierenden Zwischenkohlenhydrate, die aus Glykogen ent 
stehen und in der Norm haufig verschwindend klein sind, bei Mono 
bromessigsiure auf rund 25°, bei Fluorid auf 45° und bei Oxalat 
auf 80°, -— bezogen auf das verschwundene Glykogen — in die 
Hohe gehen. 


Uber die Natur der bei der Hydrolyse des Glykogens durch Fluorid 
oder Oxalat entstehenden nichtreduzierenden Kohlenhydrate wissen 
wir nichts. 

Der Glucosebilanzversuch (Tabelle IX) zeigt, daB durch Fluorid 
im Hirngewebe zugesetzte Glucose vor dem Abbau geschiitzt wird 
und zwar in demselben MaBe wie durch Monobromessigsaure, wie friihe: 
beschrieben wurde. Oxalat, das beim quergestreiften Muskel dem 
Fluorid iiberlegen ist, was Hemmung der Milchsaiurebildung angeht 
setzt bei Hirngewebe die Glykolyse herab, ohne sie wie Fluorid voll 
kommen aufzuheben. Dementsprechend ist der Ausfall der Glucos 
bilanz. Es ist genau derselbe Prozentsatz Milchsiure entstanden 
wie der verschwundenen Glucose entspricht. Beim Monobromacetat 
und Fluorid nimmt also die zugesetzte Glucose im Hirngeweb« 
nicht ab, waihrend unter der Oxalatwirkung die gebildete Milchsaure- 
menge der Glucoseabnahme entspricht. 


Tabelle IX. 


Glucosebilanz. 





Milch- 

Milchsiure in mg- Glucose in mg- Glu- sdure- Glu- 

cose- zZu- eose- Orgar 
Zusatz zusatz nahmeé ab- un 
Glu- Glu- oe ‘Gla. nahm¢ Piet 
direkt Null eose || direkt | Nall, epee S pe = 

919 | 245 656 39 0 46S 1000 41 53 Hirn. 
Fluorid . 219 245 | 245 |§(10389) — 990 1000 0 1 Hund 

Oxalat . 219 245) 414 |(1039) — 825 1000 17 17.5 


3. Hemmung der Phosphatabspaltung durch Fluorid und Oxalat. 


Die Phosphatabspaltung wurde in viermal mit Wasser extrahiertem 
Muskelgewebe von Katze aus den drei Phosphorsaureestern Glycerin- 


phosphorsiure, Hexosediphosphorsiure und Hexosemonophosphorsaurt 
(Embden-Ester) untersucht. Die Ergebnisse (Tabelle Xa und b) sind 
eine Bestatigung unserer Annahme, daB die Fluorid- und besonder- 
die Oxalatwirkung bei der Esterspaltung in Erscheinung tritt. (m wirk 
samsten ist Oxalat, das die Phosphatabspaltung aus allen drei Estern 
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Tabelle Xa. 


Phosphatabspaltung. 





mg-° 5 P-Abspaltaung 
ohne Monobrom- 
Zusatz essigsdure 


Versuchsansatze Organ 


Fluorid Oxalat 


Kontrollversuch . . . . 2,82 2,82 1,7 4mal mit Wasser 
Glycerinphosphorsiure . . 16,6 9,7 8.5 extrahierter 
Hexosediphosphorsiure . . 37,1 37,1 25,7 Kaninchen 
Hexosemonophosphorsiure 11,4 11,4 5,7 muskel 





Tabelle Xb. 





Hemmung der P-Abspaltung 


Versuchsansitze 
Monobrom- 


essigsiiure Fluorid Oxalat 
Kontrollversuch . . . . bs ; 0 0 41) 
Glycerinphosphorsaure , 42 38 49 
Hexosediphosphorsaure . . . . .. 0 7 bl 
Hexesemonophosphorsaure pe 0) 10 50) 


sehr stark hemmt. Monobromacetat lABt in unseren Versuchen die 
Spaltung von Hexosedi- und Hexosemonophosphorsaure vollkommen 
unbeeinfluBt. Fluorid steht in seiner Wirksamkeit zwischen dem 
Oxalat und Monobromacetat. 


Zusammenfassung. 


Zusammenfassend |4Bt sich vor allem aus den Kohlenhydrat- 
bilanzversuchen und der Hemmung der Phosphorsaéureabspaltung aus 
den Phosphatestern sagen, daB Monobromacetat, Fluorid und Oxalat 
nicht den gleichen Angriffspunkt im Kohlenhydratabbau haben. Die 
Empfindlichkeit der Teilfermente des glykolytischen Fermentsystems 
gegen die drei Gifte ist verschieden. Je nach der Schadigung der ‘Teil- 
fermente entstehen aus dem Glykogen Abbauprodukte, die sowohl! 
qualitativ wie quantitativ bei den drei Verbindungen verschieden sind 
Der Angriffspunkt von Oxalat und Fluorid muB in der Reaktionskette 
Civkogen — Milchsiure bereits sehr weit oben einsetzen, namlich 
beim Cbergang der nicht reduzierenden in die reduzierenden Zwischen 
kohlenhydrate. Dazu kommt die Hemmungswirkung auf die Phosphat 
esterspaltung, waihrend ihre Bildung unbeeinfluBt bleibt. Es bilden 
sich unter Aufnahme von anorganischem Phosphat die ,,unphysio- 
logischen*’ Di-Ester. Die Hemmungswirkung der Monobromessigséure 
dagegen liegt tiefer, am Hexosemolekiil selbst. Dafiir wird die Milch 
saurebildung auch am starksten beeinfluBt, weil nur durch Sprengung 


des Hexosemolekiils niedere Abbaustufen entstehen kénnen Macht 
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man die Annahme, daB Oxalat den Glykogenabbau zu Milchsaure 
vor allem dadurch unterbindet, daB es die Bildung der reduzierenden 
Zwischenkohlenhydrate aus den nichtreduzierenden, ferner die Ester- 
spaltung hemmt, so wird es auch verstindlich, warum Oxalat bei 
Hirngewebe, wo wir bekanntlich eine Milchséurebildung aus Glucose 
ohne Phosphatbeteiligung annehmen miissen, bei der Glucosespaltung 
dem Fluorid und der Monobromessigséure weit unterlegen ist. Beim 
Glykogenabbau zu Milchsaure erklirt sich so auch die Uberlegenheit 
des Oxalats gegeniiber dem Fluorid. Da die Hemmungswirkung von 
Fluorid und Oxalat auf die Milchsiurebildung geringer ist als von 
Monobromacetat, so ist es verstaindlich, daB der bei Monobromacetat 
deutlich in Erscheinung tretende anaerobe Milchsiureschwund unter 
Fluorid und Oxalat zwar gleichfalls sich auswirken kann, aber in ge- 
ringerem AusmaB als bei der Monobromacetatwirkung. 
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Uber den Einflu6B verschiedener Glucosekonzentrationen 
auf die Milchsiurebildung und den Glykogenabbau. 


Von 
Walter Haarmann und Friedrich-Wilhelm Stratmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster i. Westf.) 
(Eingegangen am 25. Oktober 1932.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit! war das Zusammenwirken verschiedener 
Kohlenhydrate auf die Milchsiurebildung untersucht worden ein 
Fall, der unter physiologischen Verhaltnissen immer stattfindet und 
der besondere Beachtung dann verdient, wenn aus der Wirkung zu- 
gesetzter Kohlenhydrate zu den im Gewebe praformierten Schliisse 
auf die Milchsiurebildung aus dem zugesetzten Kohlenhydrat gezogen 
werden sollen. Quantitative Beziehungen zwischen zugesetztem 
Kohlenhydrat und der dadurch vermehrten Milchsiurebildung miissen 
mit groBer Vorsicht aufgestellt werden. In dieser Richtung sind be- 
sonders bedeutsam die Faille, in denen der Zusatz etwa von Glucose 
oder Glykogen zu einer Hemmung der Milchsaiurebildung anstatt zu 
einer Steigerung fiihrt. Das beweist zugleich, daB es nicht angingig ist, 
ohne weitere Voruntersuchungen bestimmte Abbauwege eines Kohlen- 
hydrats dadurch aufklaren zu wollen, daB man durch bestimmte Zusitze 
ein Fermentsystem besonders stark in Anspruch nimmt. Wir haben 
fiir die gleichzeitige Einwirkung verschiedener Kohlenhydrate alle 
méglichen Beeinflussungen verwirklicht gesehen: Die reine Addition, 
eine Potenzierung und gegenseitige Hemmung der Milchsaurebildung. 
Um diese Fragen zu kliren, wurde in den folgenden Versuchen der Kin- 
fluB verschiedener Konzentrationen von Glucose auf die Milchsiure- 
bildung einiger Gewebe gepriift. 

Die iiberraschenden Ergebnisse kommen in den folgenden Tabellen 
und Diagrammen zur Darstellung. 

Am klarsten ist die Einwirkung verschiedener Glucosekonzen- 
trationen in den ersten acht Versuchen der Tabelle I, die an Kaninchen- 


' Haarmann, diese Zeitschr. 255, 138, 1932. 








Versuchstier 


u 


* 


Kontrollversuch 


x 


entiber 


greg 
10 


BRT 


Glucosekonzentration in m 
0 


/. 


Skelettmuskel. 
19 


0.05 
») 


Milchsiurezunahme 


Tabelle 


O69 


14 
1 


s( 


R64 


In tng 


LORD 


Milchsture 
Glucosekonzentration in mg-' 


O05 
921 


0.0 
(2 


Ho 


direkt 





Haarmann 


Q 


» 


bob 


RAD 


1030 


635 


Katze 
tlund 


20 
oo 


54 


36 


168 


145 


IRD 


YH 
38 
165 


29 


300 
10 
24 

260 
63 

210 
Re 


11% 
DO 
176 
10 
B05 
» 
OS 
202 


ou 
l44 
~~ 
Oo 


sv 


O40 
766 
O16 
730 
2) 
O15 
1h 
640 





Yhv 
ROU 
‘ 
1 


» 
) 


30 
1 
O73 


N75 
rah 
io 

") 


708 


ORO 
624 


Z 


Oy 
ROY 
R44 
1 
63 


YOO 
775 
R4 
TOD 
- 
OOS 
730 
760 
T44 
621 
7138 
OR4 


LOLS 


LO44 
R40 
S46 
ROY 
SOU) 
271 
704 
RD 
79H 
OLE 
630 
704 





1220 


1245 
RY] 
Lt wee 
*' ‘ ) 
SAL) 

D4 
ODU 
OOD 
BASU 
O22 
O46 


1174 


4D 
RRO) 
249 
) 
Taba 
” 


Ob: 


830 
120 
1b 


931 

166 
RHO 
O48 
618 
65h 
646 


» 
4 
B46 


a) 
B04 





i) 
700 
726 
Hdd 
512 
43 
429 
24 


» 
10 
14 

h 
16 





Kint 


mus: 


bei ¢ 
Vers 
saur 
Gru 
kula 
timu 
nh de 
vers 
sich 
bei s 
Man 
indin 
bein 
Vers 
sche 


vers 


richt 
geri 
Skel 
Glu 
also 
eine! 
den 
Ghia 
Blut 
bei « 


vom 
Verh 
ents] 
am ! 
Kon 
in zu 
Anst 
1st. 

Aus! 














Kinth versch. Glucosekonzentrationen a. d. Milchsaurebildung usw. 363 


muskulatur angestellt worden sind. Hier ist die héchste Steigerung 
der Milchsiurebildung bei der Konzentration von 0,1 °, Glucose erzielt 
Bei steigender Konzentration nimmt die Mehrbildung der Milchsiure 
ab und sinkt zum Teil erheblich unter die Milchsiuremenge, die das 
gleiche Gewebe ohne Zusatz gebildet hat. Die Hemmung der Milech- 
siurebildung bei steigender Konzentration ist in einem Versuch schon 
bei 0.2% Glucose vorhanden, in zwei Versuchen bei 0,3°, und in vier 


0 
Versuchen bei 0,5°,, wahrend bei einem Versuch bei 0,5°, die Milch- 
saurebildung den gleichen Wert zeigt wie im Versuch ohne Zusatz. 
Grundsatzlich das gleiche Verhalten zeigen die Versuche an der Mus- 
kulatur von Katze und Hund mit dem Unterschied, daB hier das Op- 
timum der Milchsaurebildung nicht immer bei 0,1°, liegt, sondern 
in den beiden Versuchen mit Katze bei 0,2 und 0,3 °, und in zwei Hunde- 
versuchen bei 0,2 und 0,3°, Glucose, wahrend vier Hundeversuche 
sich so verhalten wie beim Kaninchen. Auch die Hemmungswirkung 
bei steigender Konzentration kommt bei beiden Tierarten zum Ausdruck 
Man sieht daraus den starken EjinfluB 

individueller Bedingungen namentlich 

beim Hund, der uns in allen bisherigen 


> 
Versuchen wieder begegnet. Die graphi- S il 
sche Darstellung gibt drei Kaninchen- — & 2% —<— Versi 
versuche wieder. = , ers ¥ 
Die Versuche, tiber die friiher be- = ,@ ~~ SS 
richtet worden ist, aus denen sich das ' . Vers) 
geringe Vermégen der quergestreiften "Whose 5 
Skelettmuskulatur ableiten lieB, aus Abb. 1. 
Glucose Milchsaure zu bilden, bediirfen Skelettmuskel (Kanincher 


also nach den vorliegenden Versuchen 
einer gewissen Einschrankung. Die Angaben gelten nur fir die in 
den damaligen Versuchen angewandten Konzentrationen von 0.2°, 
Glucose. Das wire also ungefihr ein Wert, welcher der doppelten 
Blutzuckerkonzentration entspricht, wahrend das Optimum ungefahr 
bei der normalen Blutzuckerkonzentration liegt 

In Tabelle IT sind die Versuche an Herzmuskel, Hirn und Niere 
vom Hund zusammengestellt. Sie zeigen ein grundsatzlich anderes 
Verhalten. Wahrend beim Skelettmuskel die dem normalen Blutzucke1 
entsprechende Konzentration von 0,1 °%, Glucose die Milchsaurebildung 
am meisten steigert, ist am Herzmuskel der héchste Wert bei hoheren 
Konzentrationen, in einem Versuch bei 0.2, in drei Versuchen bei 0.3, 
in zwei Versuchen bei 0.4 °,, wahrend in zwei Versuchen erst ein dauernder 
Anstieg parallel mit den steigenden Konzentrationen zu verzeichnen 
ist. Dieses letztere Verhalten ist bei Hirn und Niere die Regel: einzelne 


Ausnahmen sind aus der Tabelle ersichtlich 
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Das abweichende Verhalten dieser drei Organe geht aus den 
graphischen Darstellungen 2, 3 und 4 hervor. 








Abb. 3. Hirn 


Zusammenfassend zeigen diese Versuche zunachst die methodischen 
Schwierigkeiten, die darin liegen, daB man fiir jeden Stoff zum mindesten 
theoretisch erst dann etwas iiber die Milchsaurebildung aussagen kann, 
wenn Konzentrationsreihen  angesetzt 
werden. Alle vergleichenden Angaben — ne 
iiber verschiedene Organe haben Geltung ®&°4 a Vers. 
nur fiir die verwandten Konzentrationen. 





Physiologisch wichtig sind aber die Be- 
ziehungen zum normalen Blutzucker und 
zur Hyperglykiamie. Durch hyperglyka- 
mische Werte des Zuckers wird am Skelett- 





muskel die Milchsiurebildung aus Glucose = Giykose in % 
gehemmt, in den anderen Organen je Abb. 4. Niere 

nach der Héhe der Zuckerkonzentration 

gefordert werden. Wir haben bereits experimentelle Anhaltspunkte 


dafiir, daB auf die Empfindlichkeit der einzelnen Gewebe gegen ver- 
schiedene Zuckerkonzentrationen die inneren Sekrete des Kohlen- 
hydratstoffwechsels einen wesentlichen Einflu8 haben. Wir sehen 
darin auch die Ursache fiir die individuellen Schwankungen bei ein- 
zelnen Versuchstieren. Wir behalten uns vor, iiber diese noch nicht 
abgeschlossenen Versuche spater ausfiihrlicher zu berichten. Wenn 
schon durch diese Konzentrationsabhangigkeit ein Einblick in die 
Kompliziertheit der vorliegenden Verhaltnisse sich eréffnet hat, so 
geben die folgenden Versuche noch einen weiteren Beitrag dazu. 
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Sie zeigen namlich, wie durch Zusatz von anderen Kohlenhydraten 


wir verwandten Glykogen in 0,.2°%,iger Lésung und _hexose- 


= diphosphorsaures Natrium in 0,4°,iger Lésung sich die Konzen- 
a trationsempfindlichkeit der Glucose gegeniiber verandert. Auch hier 


verhalten sich die vier untersuchten Organe, Skelettmuskel, Herz- 
muskel, Hirn und Niere ganz verschieden. 


= Die Ergebnisse sind in Tabelle II] 
- 7000 © aoe Giese Stay Wie zusammengestellt. Der besseren Uber- 

eee 1% : : ‘ ; 

900 }—"~ sicht wegen sind auch hier die wesent- 
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Abb. 7. Herzmuskel. Abb. 8. Herzmuskel 














368 W. Haarmann u. F.-W. Stratmann: 




































800 
Glyhose 
700\ ; 700,— 
serena J Gykose+ | Glykose 
S 600} ran. 600} + Hexosedl- + t 
- | Gykoset RS phosphat | 
§ $00 (a Bytase = 500} — : 
S 400 71 | t S 400} 
& 00} S 300 4 
= 200 +———+——— girekt S uy 
wo}——+——+——} Nontrolle 00 aT 
; | TCR | 
“ W050) Q2 G3 OY @5 ° W5G) OF Of a5 
Glykose in Yo Glykose in % 
Abb. 9. Hirn. Abb. 10. Niere. 


Es ist daraus ersichtlich, daB in fast uniibersehbarer We se gegen- 
seitige Hemmungen und Férderungen auftreten schon bei unseren 
Versuchsbedingungen, in denen die Konzentration des Glykogens 
und des Hexosediphosphats in allen Versuchen gleichgehalten wurde 
und nur die Glucosekonzentration ansticg. Es wird daraus wahr- 
scheinlich, daB fiir jedes Gemenge verschiedener Konzentrationen der 
einzelnen Kohlenhydrate im Gewebe besondere Verhiltnisse fiir die 
Milchsaurebildung vorliegen. 

Aus den graphischen Darstellungen 5 bis 10 ergibt sich, daB der 
Zusatz von Glykogen oder von Hexosediphosphat am Herzmuskel, 
Hirn und zum Teil auch an der Niere die Milchsaurebildung aus Glucose 
hemmen. Anders verhalt sich der Skelettmuskel. Hier wird umgekehrt 
die starke Milchsiurebildung aus Glykogen und weniger ausgesprochen 
aus Hexosediphosphat mit steigender Glucosekonzentration sehr wesent- 
lich gehemmt. 

Da in einzelnen Versuchen die Mischung von Glykogen mit hohen 
Glucosekonzentrationen kaum noch eine Mehrbildung von Milchsiure 
veranlaBte, ergab sich daraus die Frage, wieweit etwa auch der Glykogen- 
abbau mit steigenden Glucosewerten gehemmt wird. Dieser Frage 
gelten die Versuche der Tabelle IV. Die Versuchsdauer betrug eine 
Stunde. Die Glykogenbestimmungen vor und nach der Digestion 
bei Zusatz verschiedener Glucosekonzentrationen zeigen, daB mit 
steigender Zuckerkonzentration eine immer deutlichere Hemmung 
der Glykogenolyse eintritt. 

Es ist hier nicht der Ort, auf die mannigfaltigen klinischen und thera- 
peutischen Fragen einzugehen, die sich aus den obigen Feststellungen er- 
geben. Sie lassen sich ohne weiteres aus den Versuchsergebnissen ableiten. 
Hohe Zuckerkonzentrationen werden am Herzmuskel zu einer gesteigerten 
Milchsaurebildung fiihren und vermutlich eine Glykogenersparnis bewirken. 
Wieweit die Versuche, die am Gewebebrei unter anoxybiontischen Verhalt- 
nissen angestellt worden sind, auf den lebenden Organismus iibertragen werden 
kénnen, muB bei allen SchluBfolgerungen natiirlich beriicksichtigt werden. 
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Zusammenfassung. 


1. Die Milchsiurebildung aus zugesetzter Glucose ist weitgehend 
von der Glucosekonzentration abhingig. Die verschiedenen Organe 
verhalten sich dabei verschieden. Beim Skelettmuskel, bei dem das 
Optimum der Mehrbildung der Milchsaiure etwa bei der normalen Blut- 
zuckerkonzentration liegt, wird die Milchsiurebildung durch héhere 
Glucosekonzentrationen gehemmt. An Herzmuskel, Niere und Hirn 
liegt das Optimum der Milchsiuremehrbildung bei héheren Zucker- 
konzentrationen. 

2. Der Zusatz von anderen Kohlenhydraten zum Gewebsbrei 
wirkt bei verschiedenen Glucosekonzentrationen ganz verschieden stark 
auf die Milchsaéurebildung ein. 

3. Sowohl die Milchsiurebildung aus Glykogen im Skelettmuske!| 
wie auch der Glykogenabbau werden durch Glucosezusatz mit de1 
Konzentration steigend gehemmt. 
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Uber den Abbau von Xylose, Salabrose und Sionon 
durch iiberlebendes Gewebe. 


Von 
Walter Haarmann und Friedrich-Wilhelm Stratmann. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 25, Oktober 1932.) 


Die Frage der Verwertbarkeit der Pentosen und anderer Ersatz- 
kohlenhydrate an Stelle von Glucose ist in letzter Zeit mehrfach erértert 
worden. Vor allem hat Grafe! in einer Zusammenfassung die vorliegende 
Literatur iiber die Pentosen zusammengestellt und tiber die Verwendung 
von Xylose beim gesunden und diabetischen Menschen berichtet. 
Auf diese Arbeiten sei hingewiesen. Es ergibt sich die Fragestellung, 
ob der Abbauweg dieser Kohlenhydrate iiberhaupt dem der Hexosen 
gleichgesetzt werden darf. 

Die Aufgabe der vorliegenden Versuche war es, zunichst zu unter- 
suchen, ob die Milchséiurebildung durch zugesetzte Ersatzkohlen- 
hydrate in gleicher Weise gesteigert wird, wie das bei den physiologischen 
Kohlenhydraten der Fall ist. AuBerdem wurde gepriift, in welchem 
Umfange die zugesetzten Ersatzkohlenhydrate von iiberlebendem 
Gewebe abgebaut werden. 


Methodik. 


Alles Methodische, tiber die im folgenden beschriebenen Versuche, 
iiber die Bestimmung der Milchséure, der reduzierenden Kohlenhydrate 
und der Gesamtkohlenhydrate ist bereits in friiheren Arbeiten enthalten. 

Die untersuchten Substanzen waren: 1. Xylose, 2. Salabrose ,, Roche", 
chemisch Tetraglucosan, 3. Sionon ,,I. G. Farbenindustrie’, chemisch 
d-Sorbit, ferner zum Vergleich 4. Glucose ,,Merck*, reinst fiir Infusionen, 
5. Glykogen ,,Schering*‘. Die Konzentration der zugesetzten Verbindungen 
in den Versuchsansaétzen war in allen Fallen, in denen nichts Besonderes 
vermerkt ist, 0,2° 


1 Grafe, Klin. Wochenschr. 11, 1742, 1932; Grafe u. Reinwein, Deutsch. 
Arch. f. klin. Med. 176, 646, 1932. 
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In den Bilanzversuchen wurde neben der Milchséurebildung die Ab 
nahme der zugesetzten Kohlenhydrate Xylose, Salabrose und Glucos« 
untersucht. Die Bestimmung der Xylose macht dabei keinerlei Schwierig 
keiten, weil sie alle Reduktionsproben gibt. Der Reduktionswert der X ylos 
gegen Kupferoxyd entspricht fast genau dem der Glucose. Er ist nacl 
Weiser und Zaitscheck! ein wenig héher als der der Glucose. Wir kénnen 
die Angaben dieser Autoren bestatigen. 

Die Salabrose als Tetraglucosan enthalt keine freie CO-Gruppe und 
reduziert Fehlingsche Lésung erst nach Hydrolyse mit Saéure. Der Reduk 
tionswert des Tetraglucosans, auf Glucose gleich 100 bezogen, ist nach 
unseren Versuchen nach Hydrolyse in 2,2” iger Salzsiure bei Siede 
temperatur nach 0 Stunden 0, nach 1/, Stunde 43,0, nach 1 Stunde 64,6, 
nach 2 Stunden 90,6, nach 3 Stunden 92,3 und nach 6 Stunden 97,3. Das 
Reduktionsvermégen der Salabrose gegen Kupferoxyd nach dreistiindiger 
Hydrolyse in 2,2 ’,iger Salzsiure (92,3) entspricht also ungefahr dem des 
Fruchtzuckers (92,8). 

Die Bestimmung des Reduktionsvermégens der Versuchsansatze mit 
und ohne Zusatz von Glucose, Xylose und Salabrose wurde in aliquoten 
Teilen vom Filtrat der Zinksulfat-Natronlaugefallung nach dreistiindige: 
Hydrolyse in 2,2°,iger Salzsiure und nachfolgender Neutralisation mit 
Natronlauge vorgenommen. Alle Reduktionswerte in den Tabellen sind 
als Glucose angegeben. 

Die Versuchsansaétze enthielten 10 g Gewebe, 20 cem Phosphat puffer 
lésung, m/7,5, pu 7,0, 20 cem Wasser (Kontrollversuche) bzw. in Zusatz 
versuchen 10 cem Wasser und 10 cem einer 1°,,igen Lésung von Glucose. 
Xylose oder Salabrose. 

Die Berechnung der Kohlenhydratabnahme erfolgte in folgende: 
Weise: Es wird zunachst die zugesetzte Kohlenhydratmenge aus de 
Differenz der direkten Versuche mit und ohne Zusatz nach Hydrolyse mit 
Salzsiure ermittelt. Nach der Digestion im ‘Thermostaten wahrend 
2 Stunden wird der Reduktionswert des Kontrollversuchs von dem Versuch 
mit Kohlenhydratzusatz abgezogen. Die verschwundene Kohlenhydratmenge 
ist dann die Differenz zwischen der zugesetzten Kohlenhydratmenge und 
dieser Differenz nach der Digestion. 


Versuchsergebnisse. 

In den Versuchen der Tabelle I wurde der EinfluB von Xylose, 
Sionon und Salabrose, daneben von Glucose und Glykogen auf die 
Milchsiurebildung gepriift. Die Versuche ergaben das bemerkenswerte 
Ergebnis, daB Xylose, Sionon und Salabrose in keinem der unter- 
suchten Organe, Skelettmuskel, Herzmuskel, Niere, Leber und Hirn 
die Milchsiurebildung anregen. In der Mehrzahl der Versuche kommt 
es sogar zu einer Hemmung der Milchsiurebildung; vergleiche dazu 
das in einer fritheren Arbeit? iiber das Zusammenwirken verschiedener 
Kohlenhydrate auf die Milchsiurebildung Gesagte. 


1 Weiser u. Zaitscheck, Piliigers Arch. 93, 98, 1902. 
> Haarmann, diese Zeitschr. 255, 138, 1932. 
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DaB die Xylose und Salabrose trotzdem abgebaut werden, ohne 
in Milchsiure umgewandelt zu werden von einer Bestimmung des 
Sionons wurde abgesehen ——, zeigen die Versuche der Tabellen Ll bis LV. 
Aus ihnen geht hervor, daB alle untersuchten Organe imstande sind, 
Xylose und Salabrose zu verwerten, Salabrose in gréBerem Umfange 
als Xylose. Dabei sind beim Skelettmuskel Xylose und Salabrose der 
Glucose iiberlegen, nicht dagegen aber bei Herzmuskel, Niere und Hirn. 


Tabelle 111. 


Konzentrationsversuche. Muskel, Hund. 





Xylose- Xylose- 

Reduktions- bzw. bzw 
‘ans Milchs&ure wert, Salabrose- Salabros« 
ersuchsanordnung in ma-® als mg-°/9 zusatz abnahm: 
Ss 0 Glucose als mg-°/) als mg-‘ 
angegeben Glucose Glucose 


angegeben angegeber 


Divekter Versuch .......-. 346 {88 
oomerenrvereuicn.... . 2 1 ee es 646 563 
Xylosekonzentration oe 632 979 510 94 
SS , 640 1417 1020 166 
Ue e+ + « 648 1981 1530 112 
04%... 640 2481 2040 122 
| oy ae 655 2997 2550 116 
Salabrosekonzentration 0,1°,. . . 655 952 466 77 
| a 636 1334 932 161 
_, ae 626 1682 1398 279 
Oem... < 618 2108 1864 319 
OP. < « 636 2668 2330 225 


Tabelle IV. 


Gesamtkohlenhydrate. Muskel, Kaninchen. 





Gesamtkohlenhydrate, 


Milchséure in mg-°/ als Glucose bereehnet yijehsiure-| Koblen- 
Jers ; in mg-° pene hydrat- 
Versuchsanordnung &-"lo0 zunahme Pras ; 
: aoa : 0 abnahme 
nach nach wn me" 0 | in mg- 
direkt Digestion direkt Digestion 
Ohne Zusatz . 590 931 990 431 341 559 
Giucose ... 590 1044 2940 2244 454 696 
Glykogen . . 590 1690 2770 961 1100 1809 
aaa 590 972 2920 2120 382 800 
Salabrose.. . 590 895 2840 1590 305 1250 


Nach der vorstehenden Arbeit, in der gezeigt wurde, daB die Milch- 
siurebildung aus Glucose weitgehend von der Konzentration abhangig 
ist, bedurfte es der Aufklarung, ob etwa ahnliche Verhaltnisse bei det 
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Xylose und Salabrose vorliegen. Es war mit der Méglichkeit zu rechnen, 
daB die zufallig gewahlten Konzentrationen nicht die giinstigsten Be- 
dingungen fiir die Milchsaurebildung darstellen. Die Tabelle II] beweist, 
daB das nicht der Fall ist. Bei keiner Konzentration war eine Ver- 
mehrung der Milchséurebildung durch die zugesetzten Ersatzzucker 
nachweisbar. 


Zusammenfassung. 


Xyvlose, Salabrose und Sionon fiihren in iiberlebenden Geweben 
unter anaeroben Bedingungen zu keiner Vermehrung der Milchsiure 
Xylose und Salabrose Sionon wurde nicht untersucht werden 
trotzdem im Gewebe abgebaut, ohne in Milchsiure umgewandelt zu 


werden. 








Uber den Stoffwechsel tonischer und nichttonischer 
Vogelmuskulatur. 


Von 
Josef Miindelein?. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Westfalischen Wilhelms- 
Universitat, Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 25. Oktober 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch die Arbeiten aus dem  Pharmakologischen Institut 
Miinster i. Westf. hat sich die bemerkenswerte Tatsache ergeben, dab 
nach ihrer Reaktion auf bestimmte muskelverkiirzende Gifte, wie 
Acetylcholin und Nicotin, sich die quergestreifte Skelettmuskulatur 
der Siugetiere in zwei Gruppen teilen laBt: 

Wahrend eine Reihe von Muskeln kaltbliitiger Wirbeltiere, die 
Brustmuskel der Végel und simtliche Skelettmuskeln ausgewachsene! 
Saugetiere keine Kontraktur bekommen, kommt die Verkiirzungs 
reaktion zustande bei bestimmten Muskelgruppen der Kaltbliiter, 
bei der Beinmuskulatur der Végel und beim fétalen wie beim ent- 
nervten Siugetiermuskel. Diese zweite Gruppe der quergestreiften 
Muskulatur zeigt auch andere physiologische Besonderheiten, die vor 
allem von Sommerkamp und von Rickert und anderen Autoren (Literatur 
bei Freund*) untersucht worden sind und die als ,,tonische Eigenschaften ** 
bezeichnet werden kénnen. 

Die Eigenschaft des Saugetiermuskels, in verschiedenen Zustanden 
auf die Tonusgifte verschieden zu reagieren, war der Ausgangspunkt fiir 
die Untersuchungen Schénfelders*. Die Arbeitshypothese, von der dabei 
ausgegangen wurde, ging dahin, daB der Unterschied in der Reaktion auf 
Gifte médglicherweise der Ausdruck einer Verschiedenheit in den Stoff 


Auszug aus der Dissertation Miinster 1932, Ref.: H. Freund. 
2 H. Freund, Klin. Wochenschr. 11, 137, 1932. 
PF’. Schénfelder, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. (im Druck). 
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wechselleistungen sein kénne. Die Untersuchungen Haarmanns', welche 
die Milchséurebildung aus den verschiedenen Kohlenhydraten und ihren 
Abbauprodukten an den einzelnen Organen und unter verschiedenen 
Beeinflussungen zum Gegenstand hatten, waren fiir die anzuwendende 
Methode richtunggebend. Haarmann hatte gezeigt, daB der normale Sauge 
tiermuskel durch Glykogenzusatz eine sehr hochgradige Steigerung der 
Milchsaéurebildung erfahrt, wahrend Glucosezusatz die Milchséurebildung 
entweder gar nicht, oder nur in geringem AusmaBe erhéht oder sogar herab 
setzen kann. Das Kennzeichen der glatten Muskulatur dagegen ist die 
Wirkungslosigkeit des Glykogens und eine enorme Steigerung der Milch 
siurebildung durch Glucosezusatz. 


Schénfelder fand, daB die beiden Zustandsformen der Siugetier- 
muskulatur, welche die Verkiirzungsreaktion durch Nicotin zeigen, sich 
in ihrem Verhalten gegen zugesetzte Glucose grundsitzlich von dem 
normalen Muskel unterscheiden. Sowohl fétale Muskulatur als ent- 
nervte Muskulatur von Saugetieren, die zu den Muskeln mit ,,tonischen 
Eigenschaften“ gehéren, zeigen bei Glucosezusatz im Gegensatz zum 
normalen Muskel eine erhebliche Steigerung der Milchsiurebildung, 
wahrend die Milchsiurebildung aus Glykogen annahernd ebenso stark 
bleibt wie beim normalen Muskel. Durch diese Feststellung ist die 
Frage nahegelegt, ob auch in anderen Fallen sich ein Parallelismus 
zwischen der toxischen Verkiirzungsreaktion und der Beeinflussung der 
Milchsaéurebildung dartun laBt. Ein giinstiges Untersuchungsmaterial, 
das den Vergleich verschieden reagierender Muskelgruppen des gleichen 
Tieres gestattet, sind Brust- und Beinmuskeln von Végeln, von denen 
bekanntlich die ersteren durch Nicotin nicht verkiirzt werden, wihrend 
die Beinmuskulatur in Dauerverkiirzung gebracht wird (Langley?). 
Es war also die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, in der gleichen Weise 
wie in den Untersuchungen Schdénfelders, die Beeinflussung der Milch- 
siurebildung durch zugesetzte Kohlenhydrate an Brust- und Bein- 
muskeln der Végel zu untersuchen. 

Uber Verschiedenheiten im Kohlenhydratabbau zwischen Bein- und 
Brustmuskulatur von Végeln liegen bereits einige Arbeiten vor, die aus 
anderen Fragestellungen hervorgegangen sind. Bumm und Fehrenbach * 
haben rote und weiBe Muskulatur neben anderen Organen bei der Be- 
arbeitung ihrer Fragestellung untersucht, in welchen Organen der Glucose 
abbau iiber die Phosphorséureester geht, und welche anderen Abbauwege 
méglich sind. Nach ihnen baut die weiBe Muskulatur, die dem Brustmuskel 
der Taube entspricht, die Glucose erst nach Veresterung ab, wahrend dies« 
an der roten Beinmuskulatur auch ohne Phosphorséureesterbildung in 
Milchséure iibergeht. Thre Versuchsanordnung weicht insoweit von det 
unsrigen ab, als sie die Milchséurebildung manometrisch nach Warburg aus 


1 W. Haarmann, diese Zeitschr: 256, 326 u. 350, 1982. 
> Langley, J. of physiol. 38, 380, 1905. 
3 Bumm u. Fehrenbach, Zeitschr. t. physiol. Chem. 198, 238, 1930. 
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der ausgetriebenen Kohlensaure errechneten, wahrend in unseren Versuchen 
die Milchséure direkt bestimmt wurde, ferner ziehen sie ihre Schliisse aus 
den Ergebnissen, die sie bei gleichzeitigem Zusatz von Glucose und Glykogen 
erhielten. Je nachdem hier eine Addition eintrat oder nicht, schlieBen sie 
auf die verschiedenen Wege des Glucoseabbaues, wozu zu bemerken ist. 
daB nach Untersuchungen Haarmanns das Ergebnis der kombinierten 
Zusatze verschiedener Kohlenhydrate in weitestem Umfange eine Frage 
der Konzentration und noch keineswegs ausreichend geklart ist. Fir 
unsere Fragestellung kénnen wir aber aus der Arbeit Bumm und Fehren- 
bachs die Feststellung entnehmen, daB bei Bein- und Brustmuskulatur 
Verschiedenheiten im Kohlenhydratabbau sich ergeben. Einen weiteren 
Unterschied im dem Stoffwechsel beider Muskulaturen hat Utewski! nach- 
gewiesen im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber den Abbau der 
Brenztraubensaure an verschiedenen Organen. Nach ihm fiihrt die Brust- 
muskulatur der Taube Brenztraubensaure am schnellsten von allen Organen 
in Milchsaéure iiber, wahrend die Beinmuskulatur dieses nur in ganz geringem 
MaBe tut. 


In unseren Untersuchungen wurde die Methode von Haarmann* 
angewandt. Nach ihm wird zunachst der direkte Milchsaéuregehalt des 
Gewebes bestimmt und in Milligrammprozent des verwandten Gewebes 
berechnet (direkter Wert), sodann wird die Milchs&éuremenge bestimmt. 
die nach zweistiindiger Digestion bei 38° unter anaeroben Bedingungen 
gefunden wird, und zwar ohne Zusatz (Kontrolle) und bei verschiedenen 
Zusatzen. In allen Versuchen wurde Brust- und Beinmuskulatur’ des 
gleichen Tieres verglichen, weil quantitative Unterschiede sich nur in 
diesem Falle verwerten lassen. Zahlreiche Erfahrungen Haarmanns haben 
uns gelehrt, daB selbst die gleichen Organe von verschiedenen Tieren de 
gleichen Art sich quantitativ weitgehend voneinander unterscheiden kénnen. 


Zunachst mubte die Grundfrage gepriift werden, wie sich Brust- 
muskulatur und Beinmuskulatur bei Zusatz von Glucose und Glykogen 
verhalten. Die Ergebnisse sind in Tabelle I und IT zusammengestellt. 


Tabelle I. 


Brustmuskel der Taube. 





Milchséure in mg-°/o Milchbséurezunahme 
| S a 0 i 


Nr in mg- 
Direkt Kontrolle Glucose Glykogen Glucose Glykogen 

1 637 1150 1178 1700 + 28 550 
2 522 875 846 1244 — 29 369 
3 539 871 848 1356 — 23 515 
4 697 1542 1486 1960 — 56 418 
5 538 1038 1034 1696 — 4 658 
6 522 696 668 1128 — 72 432 
7 585 1199 1227 1734 + 37 544 
8 460 1068 1081 1758 + 13 690 
9 405 1562 1376 1785 — 186 223 
10 420 1240 1258 1670 + 18 430 


1 Utewski, diese Zeitschr. 216, 406, 1929. 
= le. 
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Tabelle 11. 


Beinmuskel der Taube. 





Milchsture in mg-° Milehsaurezunahme 


Nr in mng- 
Direkt Kontrolle Glucose Glykogen Glucose Glykogen 

l 500 640 S04 1549 + 164 900 
2 295 660 778 1550 + 118 890 
3 566 1506 1662 1785 + 156 279 
+ 519 678 720 999 + 42 321 
D5 297 375 573 $16 + 198 441 
6 390 718 971 1668 + 253 950 
7 297 503 605 678 + 102 175 
8 289 362 624 732 + 262 370 
y 345 945 1138 1690 + 193 655 
10 349 967 1166 1884 + 199 917 


Die Ergebnisse zeigen sehr deutlich das unterschiedliche Verhalten 
der beiden Muskelgruppen. Bei der weiBen Brustmuskulatur wird durch 
Glucosezusatz die Milchsaurebildung in vier Versuchen nur unbedeutend 
gesteigert, waihrend in den iibrigen Versuchen der Milchsiurewert 
tiefer liegt als der Wert aus dem Kontrollversuch. Der Brustmuskel 
zeigt also das gleiche Verhalten, das Haarmann fiir den quergestreiften 
Skelettmuskel dargetan hat. Im Gegensatz dazu ist die tonisch reagie- 
rende rote Beinmuskulatur zu einer betrachtlichen Mehrbildung aus 
Glucose fahig. Die Milchsiurebildung aus Glykogen ist bei beiden 
Muskelarten hoch. 

Die Beinmuskulatur zeigt also ein ahnliches Verhalten, wie nach 
den Versuchen Schénfelders die f6talen und entnervten Saugetiermuskeln, 
mit denen sie die Verkiirzungsreaktion auf Nicotin gemeinsam haben. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde mit der gleichen Anordnung 
die Milchsaurebildung aus Glucose, Glykogen, Fructose und Hexosedi- 
phosphorsiure an Brust- und Beinmuskulatur von zwei Tauben unter- 
sucht. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle Illa zusammengestellt, und in 
Tabelle IIIb ist die Milchséurezunahme in Milligrammprozenten er- 





rechnet. 
Tabelle Illa. 
Brust- und Beinmuskulatur der Taube. 
Milchséure in mg-‘ 
Art Nr 

der Muskul Hexosediphos- 

pos Seeeaeneae Direkt Kontrolle Glucose Glykogen Fructose sheneaee 
Brustmuskel : la 522 696 668 1128 807 1052 
Beinmuskel : 1b 297 375 573 816 407 1242 
Brustmuskel . . 2a 538 1038 103 1696 1130 1480 


Beinmuskel . . 2b 519 678 720 999 759 1638 
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Tabelle 1116. Brust- und Beinmuskulatur der Taube. 





Milchstiurezunahme in mg-°® 5 


Art der Muskulatur Nr. j . , , 
Glucose Glykogen + Fructose He xosediph “ 
phorsiure 
Brustmuskel la 28 432 111 356 
Beinmuskel . ig 1b 198 441 27 867 
Brustmuskel . ..... 2a — 4 658 92 442 
Beinmuskel . 2b 42 321 81 960 
000 - 000; — 
400 
800 i 
a F00 \- 
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Der Zusatz von Glucose zeigt auch bei diesen beiden Tieren den 
gleichen Unterschied zwischen Brust- und Beinmuskulatur. Glykogen 
zusatz laBt keinen charakteristischen Unterschied zwischen beiden 
Muskelarten erkennen, und auch der Fructosezusatz hat bei einem 
der Tiere an beiden Muskelarten die gleiche Wirkung, wahrend bei 
dem anderen die Beinmuskulatur wesentlich weniger Milchsaiure aus 
Fructose bildet als die Brustmuskulatur. Sehr eindrucksvoll ist aber 
der Unterschied im Milchsiurebildungsvermégen aus Hexosediphosphor- 
siure. Bei beiden Tieren vermag die Beinmuskulatur aus Hexosedi- 
phosphorsiiure mehr als doppelt soviel Milchsiure zu bilden wie die 
entsprechende Brustmuskulatur. Besonders deutlich fallt der Unter 
schied auf, wenn die Milchsiurebildung aus Glykogen und Hexose- 
diphosphorséure bei den beiden Muskelarten verglichen wird. Die 
Brustmuskulatur bildet aus letzterer nur etwa zwei Drittel soviel 
Milchsiure wie aus Glykogen, waihrend von der Beinmuskulatur die 
Milchsaéurebildung aus Hexosediphosphorsiure das Zwei- bis Dreifache 


der aus Glykogen gebildeten betragt. 
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Kine Deutung dieser Befunde, soweit die feineren Vorginge des 
Kohlenhydratstoffwechsels in Frage kommen, liegt auBerhalb der 
vorliegenden Fragestellung. Es sei nur an dieser Stelle an die oben- 
erwihnten Versuche von Bumm und Fehrenbach erinnert. 

Da ja die Zusitze immer mit dem im Muskel vorhandenen Kohlen- 
hydrat zusammenwirken, so handelt es sich hier immer um die Kom- 
binationswirkung mehrerer Kohlenhydrate, die sich je nach der Kon- 
zentration gegenseitig ganz verschieden beeinflussen kénnen. Unter- 
suchungen Haarmanns' hieriiber sind im Gange. 

Die bisherigen Versuche sind an Tauben angestellt. Um einen 
Kinblick zu gewinnen, ob Végel, die von ihrer Flugmuskulatur keinen 
Gebrauch machen, die gleichen Stoffwechselunterschiede aufweisen, 
wurde eine Gans in Versuch genommen. Die Ergebnisse sind in Ta- 
belle IVa und IVb zusammengestellt. 


Tabelle IVa. Brust- und Beinmuskulatur der Gans. 





Milchsiiure in mg-‘ 


Art . 
der Muskul: Nr. - : exosediphos 
ler Muskulatur Direkt Kontrolle Glucose Glykogen Fructose Hex tif h 
phorsaure 
Brustmuskel . . la 700 1072 998 1620 984 1396 
Beinmuskel . . Lb 274 352 328 520 408 532 


Tabelle IVb. Brust- und Beinmuskulatur der Gans. 





Milchsiurezunahme in mg- 


Art der Muskulatur Nr Hexosediphos- 
Glucose Glykogen Fructose Hexosediph 
. phorsaure 
Brustmuskel . . . gly la — 164 + 548 SS }- 284 
Beinmuskel. . ..... Lb — 24 + 16S + 56 + 180 


Es zeigte sich dabei, daB8 die Beinmuskulatur im ganzen ein sehr 
viel geringeres Milchséurebildungsvermégen hat als die Brustmuskulatur. 
Dieses kommt sowohl im direkten und im Kontrollversuch, wie auch in 
der Steigerung nach Hexosediphosphorsiure und Glykogen zum Aus- 
druck; aber auch durch Glucosezusatz wird die Milchséurebildung aus 
der Beinmuskulatur im Gegensatz zum Verhalten bei der Taube nicht 
gesteigert. Der Unterschied im Verhalten beider Muskelarten gegeniiber 
Glucose kommt héchstens darin zum Ausdruck, da® die Milchsaiure- 
bildung der Brustmuskulatur durch Glucosezusatz sehr erheblich 
gehemmt wird, wihrend diese Hemmung an der Beinmuskulatur sehr 
gering ist. Durch Fructose erfihrt die Milchsiurebildung der Brust- 
muskulatur eine betrachtliche Hemmung, diejenige der Beinmuskulatur 
dagegen eine Steigerung. Es wurde nicht untersucht, ob etwa bei der 


1 


Haarmann, unver6offentlichte Versuche (im Druck). 
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Gans die Empfindlichkeit gegen verschiedene Glucosekonzentrationen 
anders ist, wie bei der Taube (vgl. Haarmann, im Druck). 

Die quantitativen Unterschiede dieser beiden Muskelarten sind 
jedenfalls bei der Gans sehr eindrucksvoll. 

Im AnschluB an die oben angefiihrten Untersuchungen Utewskis 
wurde die Milchsaiurebildung bei Zusatz von Brenztraubensaure an 
Brust- und Beinmuskulatur untersucht. Hier besteht die Méglichkeit, 
die Milchsaurebildung aus Brenztraubensdure von der Milchsaure- 
bildung aus den im Muskel vorhandenen Kohlenhydraten zu trennen, 

Wie Haarmann gezeigt hat, unterdriickt die Monobromessigsaure die 
Milchsaurebildung aus Kohlenhydraten, und unter anaeroben Bedingungen 
kommt es sogar zu einem Verschwinden der praformierten Milchsaure 
Bei Brenztraubenséurezusatz findet dagegen auch unter Monobromessig 
sdurewirkung noch eine betrachtliche Milchsaéurebildung statt. und zwar 
besonders an Leber, Hirn und Herz. Sie ist an den beiden letzteren Organen 
kaum geringer als ohne Monobromessigsaurezusatz, dagegen ist die Hemmung 
der Milchsaéurebildung aus Brenztraubensaure am Saugetiermuskel be) 
Zusatz von Monobromessigséure sehr erheblich. Es scheint also daraut 
anzukommen, ob die Organe vorwiegend aus Glucose oder Glykogen Milch 
saure bilden; im ersteren Falle ist die Milchsaurebildung aus Brenztrauben 
siure nicht empfindlich gegen Monobromessigsaure. 

Es wurde somit neben dem direkten Versuch die Milchsaure- 
bildung ohne Zusatz und bei Brenztraubensiurezusatz ohne und mit 
Monobromessigsiurezusatz untersucht. Beide Sauren kamen in 1 °(iger 
Lésung nach genauer Neutralisation mit Natronlauge zur Anwendung 

Als Beispiel seien die Versuchsansatze hierzu angefihrt: 

l. 5g Muskel, 

10 cem Puffer, 

Ww, Wasser (Kontrollversuch). 
2. 5g Muskel., 

lQcem Puffer, 

ieee Wasser. 

5 Brenztraubensaure. 
3. 5g Muskel, 
a 


lOQcem Puffer. 
5 .. Wasser. 
5 .. Monobromessigsaure. 


4. 5g Muskel, 
10 cem Puffer, 
5 .. Monobromessigsaure. 


5 .. Brenztraubensaure. 


Ergebnisse der Versuche an zwei Tauben zeigt Tabelle V. 


Die Ergebnisse weichen von denen ltewskis zunachst insoweit ab. 
als ohne Monobromessigsaéurezusatz kennzeichnende Unterschiede zwischen 
Bein- und Brustmuskulatur nicht zu finden sind. In dem einen Falle tiber- 
wiegt die Milchséurebildung bei der Beinmuskulatur, im zweiten Falle 
bei der Brustmuskulatur. Sehr auffallend ist dagegen der Unterschied 
beider Muskelarten unter der Monobromessigsaurewirkung. 
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T abe lle V. 


Brenztraubensaure. 





Milchsaure 


Milchsdure in mg- 
zunahme in mg- 


ohne Monobrom- mit Monobrom- 
Art der Muskulatur Nr essigsaure essigsaéure we Mot t 
.rans- eng- brom- brom- 
Direkt Kon- Rae 0d Kon- Pn oni essig OSSIR 
trolle sdure trolle siure saure siure 
srustmuskel (Taube) 1a 522 696 854 476 478 158 2 
Beinmuskel (Taube) lb 297 375 549-210 402 174 198 
Brustmuskel (Taube) 2a 538 1038 1276 86614 614 238 0 
Beinmuskel (Taube) 2b, S519 678 786 366 618 108 952 
Brustmuskel (Gans) 3a 700 1072 1088 680 856 16 176 
Beinmuskel (Gans) 3b 274 352 458 224 404 Sb LS0 


An der Beinmuskulatur ist dabei die Milchsiiurebildung aus Brenz- 
traubensaure gréBer als ohne Monobromessigsiurezusatz: dagegen ist 
sie an der Brustmuskulatur vollig aufgehoben. Hier handelt es sich also 
um ein grundsatzlich verschiedenes Verhalten beider Muskelarten, aus 
dem zu schlieBen ist, daB sie méglicherweise verschiedene Ferment- 
systeme enthalten, die der Monobromessigséure gegeniiber ganz ver- 
schieden empfindlich sind. Auch hier muB auf eine Deutung verzichtet 
werden. Es ist damit ein neuer und weseritlicher Unterschied zwischen 
beiden Muskelarten gezeigt. 

Der Unterschied der beiden Muskulaturen der Taube der Mono- 
bromessigséure gegenitiber steht jedenfalls offenbar im Zusammenhang 
mit dem sonstigen unterschiedlichen Verhalten beider Muskelarten: 
denn bei den Muskeln der Gans fehlt ebenso, wie oben gezeigt wurde, 
auch hier der Unterschied zwischen Brust- und Beinmuskulatur (vg! 
Versuch 3a und 3b der Tabelle V). 


Zusammenfassung. 

Die tonische Beinmuskulatur der Taube unterscheidet sich von der 
nichttonischen Brustmuskulatur ebenso, wie nach Schdénfelder fitale 
und entnervte Saugetiermuskeln vom normalen Saugetiermuskel. Die 
graphische Darstellung zeigt die Vermehrung der Milchsiurebildung 
durch Glucose und Hexosediphosphorséaure an der Beinmuskulatur, 
die Hemmung der Milchsaurebildung durch Glucose und die sehr viel 
geringere Steigerung durch Hexosediphosphorsiure an der Brust- 
muskulatur. Ein weiterer Unterschied zeigt sich bei der Untersuchung 
der Milchsaurebildung aus Brenztraubensaure. 


Diese wird bei Brustmuskulatur durch Monobromessigsaure vollig 
aufgehoben, wahrend sie an der Beinmuskulatur unbeeinfluBt bleibt. 


Bedeutung der Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


XXIV. Mitteilung: 
Blutzuckerkurve unter dem Einflu8 von Gallensiure und Adrenalin mit oder 
ohne Milzextrakt bei splenektomierten Kaninchen. 


Von 
Keizo Fuziwara. 


(Aus dem Zentralhospital Kurashiki und aus dem biochemischen Institut 
Okayama.) 


(Eingegangen am 25, Oktober 1932.) 


Durch zahlreiche Untersuchungen wurde in den letzten Jahren 
die Bedeutung der Milz fiir den Stoffwechsel dargetan, die alle den 
EinfluB dieses Organs auf die Tatigkeit anderer Organe zeigen. So gibt 
die Milz ein Hormon ab, welches hemmend auf die Zelloxydation in 
Korper einwirkt. 

Die Beziehungen der Milz zum Kohlenhydratstoffwechsel wurden 
zuerst von Togawa' aufgedeckt. Er zeigte unter anderem, daB nach 
intravenéser Traubenzuckerzufuhr bei milzlosen Tieren eine deutlichere 
und langer dauernde Hyperglykimie auftritt als bei Normaltieren, 
und er kam zu der Ansicht, daB die Rolle der Milz im Zuckerstoffwechse! 
eine wesentliche sei. 

Noma? blockierte zunachst das retikuloendotheliale System des Kanin 
chens durch Elektrokollargol und infundierte eine gewisse Zeit spate: 
intravenés Traubenzucker. Er fand bei demselben Tiere eine intensivers 
Steigerung des Blutzuckers als vor der Blockade. Ahnlich verliefen dik 
Dinge nach der Milzexstirpation. Auch nahm der Niichternblutzucker 
bei entmilzten Kaninchen einen héheren Wert an als vor der Operation 
Nach Marz® steigt die Blutzuckerkurve bei entmilzten Tieren bei gleich 
artiger Traubenzuckerbelastung weitaus starker an als bei normalen Tiere: 
und kehrt erst spaéter zur Norm zuriick. 

Aus den oben angefiihrten Versuchen laBt sich entnehmen, daB die 
Milzexstirpation bei Kaninchen zu einer Herabsetzung der Toleranz 
gegeniiber einer Belastung mit Traubenzucker fiihrt. Nach dem Versuch 
von Marx® laBt sich diese die Kohlenhydrattoleranz vermindernde 


' T. Togawa, diese Zeitschr. 109, 1, 1920. 
A. Noma, Okayama-Igakkai-Zasshi 1925, 8S. 942; 1926, S. 1321. 
3 4. V. Marz. Klin. Wochenschr. 9, 2058, 1930. 
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Wirkung der Milzexstirpation durch oral verabfolgtes, eiweiBfreies 
Milzextrakt ausgleichen. Unter dem EinfluB der Zufuhr dieses Ex- 
traktes kann sogar die Blutzuckerkurve des traubenzuckerbelasteten 
splenektomierten Tieres unter die des gleichartig belasteten Normal- 
tieres herabsinken. 

Nun wurde von vielen Autoren wie Misaki!, Okamura?, Chikamori®, 
Tsuji*, Fuzita®, Miki® usw. angegeben, daB die iiberschiissige Zufuhr 
von Gallensiure im Kaninchenorganismus zu einer Hyperglykimie 
und einer vermehrten Glykogenbildung im Organismus bzw. in der Leber 
fiihrt, waihrend bei Gallensiureverlust im Organismus gerade das 
umgekehrte der Fall ist. 

Die Gallensaure, die fiir den Kohlenhydratstoffwechsel eine bedeutende 
Rolle spielt, soli nach Yonemura’ in ihrer Bildung in der Leber mit der 
Funktion des retikuloendothelialen Systems eng verkniipft sein, indem 
die Gallensaurebildung in der Leber des Hundes durch Blockierung des 
retikuloendothelialen Systems mit Tusche stark vermindert wird. Weiter 
ist zu bemerken, daB nach Fuzita® die die Glykogenbildung der Leber 
fordernde Wirkung der Gallensaure durch Blockierung des _ retikulo- 
endothelialen Systems mit Toluylendiamin stark herabgesetzt wird. 

Durch die Funktionsstérung des an retikuloendothelialen Zellen 
reichen Organs bzw. der Milz wird also die den Kohlenhydratstoffwechsel 
regulierende Wirkung der Gallensaure stark beeinfluBt. 

In diesem Sinne habe ich zuerst den EinfluB der Splenektomie 
auf die hypoglykamische Wirkung der Cholsaéure bei Kaninchen unter- 
sucht. Weiter wurde der EinfluB des eiweiBfreien Milzextraktes auf diese 
Wirkung gepriift, d. h. ob die Milz wirklich ein die Tatigkeit anderer 
Organe beeinflussendes Hormon abgeben kann. 


Experimenteller Teil. 


Zum Versuch wurden kraftige, mittelgroBe, mannliche Kaninchen 
verwendet, die lange Zeit mit bestimmter Nahrung gefiittert worden waren. 
Zuerst wurde der Einflu8 der Laparotomie und der Splenektomie auf den 
niichternen Blutzuckergehalt und auf die reduzierende Substanzmenge des 
Harns untersucht, nachdem beide vor der Operation festgestellt waren. 
Nach der Operation wurde der Niichtern-Blutzuckerwert in kurzen Zeit- 
intervallen, sowie die reduzierende Substanz im Harn in der gleichen Zeit 
bestimmt, und ebenso an verschiedenen Tagen nach der Operation. 


' K. Misaki, J. of Biochem. 8, 235, 1927. 

T. Okamura, ebenda 9, 271, 1928. 

3 S. Chikamort, Okayama-Igakkai-Zasshi 48, 1946, 1931. 
4 K. Tsuji, J. of Biochem. 12, 139, 1930. 

S. Fuzita, ebenda 12, 383, 1930. 

T. Miki, diese Zeitschr. 247, 445, 1932. 

S. Yonemura, J. of Biochem. 7, 101, 1927. 

S. Fuzita, Arb. med. Univ. Okayama 2, 557, 1931. 


o 


» 


P 


Biochemische Zeitschrift Band 256 95 


386 K. Fuziwara: 


Die Milzexstirpation wurde in iiblicher Weise ausgefiihrt. Der Blut 
zucker wurde nach Hagedorn-Jensen und die reduzierende Substanz im 
Harn nach Bertrand bestimmt. Diese Resultate sind in den Tabellen 1, 
Il und IITA, B. C zusammengestellt. 

Dann wurde dem splenektomierten Kaninchen | bis 3 cem einer 1 ° igen 
Na-Cholatlésung pro Kilogramm Kérpergewicht subcutan verabreicht. um 
den EinfluB8 der Cholséiure auf den niichternen Blutzucker zu beobachten 
Hierbei wurde der EinfluB der Cholsaure auf die durch intravenése Zufuhi 
von 2cem einer 50° igen Traubenzuckerlésung pro Kilogramm Kérpe1 
gewicht erzeugte H yperglykamie der splenektomierten Kaninchen beobachtet, 
und zwar fand die Zuckerzufuhr 2 Stunden nach der Cholatzufuhr statt. 
In anderen Fallen wurde den splenektomierten Kaninchen noch 1 cem 
eines Milzextraktes pro Kilogramm Kérpergewicht zusammen mit Zucker 
lésung intravenos zugeftihrt, und zwar ohne oder mit Zufuhr von Cholsaure. 

Auf diese Weise wurde der Blutzuckergehalt vor und nach ihrer Zufuhr 
nach jeder Stunde bestimmt. Die Resultate sind in den Tabellen IV bis VII 
zusammengefaBt. 

Zum weiteren Versuch wurde den splenektomierten Kaninchen 6.2 
bis 0,3 cem einer 0,1°,,igen Adrenalinchloridlésung pro Kilogramm Koérper 
gewicht ohne oder mit Cholatlésung oder Milzextrakt verabreicht, und zwar 
die ersten zwei subcutan und die letztere intravenés. Vor und nach ihrer 
Zufuhr wurde der Blutzuckergehalt in gleicher Weise nach jeder Stunde 
bestimmt. Die Resultate sind in den Tabellen VIII bis X angegeben. 


1. EinflufB der Probelaparotomie auf den Niichtern-Blut- und Harnzucker- 
gehalt der normalen Kaninchen. 

Bei der Milzexstirpation wird unter Fesselung laparotomiert. 
Daher wurde als Kontrolle der EinfluB der einfachen Probelaparotomie 
auf den Zuckergehalt im Blut und Harn untersucht, weil bekanntlich 
Fesselungsdiabetes haufig vorkommt. 

Vor und nach der Probelaparotomie wurde der Blut- und Harn. 
zuckergehalt bestimmt. Aus der Tabelle I laBt sich ersehen, daB der 
Nichtern-Blutzuckergehalt 30 Minuten nach der Operation 0,125 bis 
0,168 °, zeigt und im Vergleich mit dem vor der Operation um 43,6 
bis 73,7 °, zunimmt. 

Der Zuckergehalt des Harns vor der Operation betragt durch- 
schnittlich 0,158°, und 5,5 Stunden nach der Operation 0,261 °, 
Die Ausscheidung des Zuckers im Harn nimmt durch die Probelaparo- 
tomie um 65,2°, zu. 


2. Wirkung der Milzexstirpation auf den Niichtern-Blut- und Harnzucker. 


Bei diesem Versuch wurde der Blut- und Harnzuckergehalt vor 
und nach der Splenektomie untersucht. Aus der Tabelle IL ist ersichtlich., 
daB der Blutzuckergehalt schon direkt nach der Operation steigt und 
nach 30 Minuten sein Maximum erreicht, wie es in fiinf Fallen unter 
neun Versuchen zu sehen ist, um dann wieder allmahlich herabzusinken. 
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Durch die Splenektomie wird er also im Vergleich zu dem vor der 
Operation um 33,3 bis 124.4% gesteigert. Verglichen mit dem bei 
Probelaparotomie ist der Blutzuckergehalt viel héher und halt langer 
an (vgl. Tabellen I und II). 

Der Zuckergehalt des Harns 5,5 Stunden nach der Operation 
wird im Vergleich zu dem vor der Operation im allgemeinen herab- 
gesetzt, und diese Verminderung betragt 2,44 bis 41,1 °. 

Zur weiteren Bestatigung wurde zuerst der Blutzuckergehalt 
des normalen Kaninchens untersucht, und dann nach der Splenektomie 
jeden Tag der Niichtern-Blutzuckergehalt bestimmt, um beide Werte 
zu vergleichen. Aus den Tabellen III A. B, C ist zu ersehen, daB der 
Nichtern-Blutzuckergehalt, verglichen mit dem vor der Operation, 
gesteigert wird, um wieder nach etwa 20 Tagen zum Anfangswert 
zurickzukehren. Nach der Operation wird das Kérpergewicht des 
Tieres vermindert, das Allgemeinbefinden verschlechtert sich, um sich 
wieder nach ctwa 20 Tagen zu erholen. 

Die Splenektomie fiihrt also zu einer gesteigerten und langdauernden 
Hyperglykaimie, die nach etwa 20 Tagen wieder zur Norm zuriickkehrt. 
Diese Resultate stimmen mit denen von Noma ganz iiberein. 

3. Wirkung der Gallensdure auf den Niichtern-Blutzucker des splenektomierten 
Kaninchens. 

Hierbei wurde den 15 bis 18 Stunden lang hungernden splenektomierten 
Kaninchen die Cholatlésung subcutan verabreicht. um den Einflu®8 der 
Cholséure auf die durch Splenektomie erzeugte Hyperglykamie zu beob- 
achten. Als Kontrolle wurde der Einflu8 der Cholséure auf den Niichtern- 
Blutzucker des normalen Kaninchens untersucht. 

Aus den Tabellen IV und V erhellt, daB schon 30 Minuten nach 
der Cholatzufuhr der Blutzuckergehalt der milzlosen Tiere leicht ge- 
steigert, nach 2,5 bis 4,5 Stunden aber herabgesetzt wird. Diese Herab- 
setzung betragt im Vergleich zum Anfangswert 4.3 bis 20,9°,. Die 
hypoglykamische Wirkung der Cholsaure tritt also auch bei splenekto- 
mierten Kaninchen auf, aber im Vergleich zu der bei normalen 
Kaninchen etwas schwacher (vgl. Tabellen IV und V). 

Die Splenektomie hemmt also die hypoglykaimische Wirkung der 
Cholséure, und die Milz steht in innigem Zusammenhang mit der 
Wirkung der Cholséure auf den Zuckerstoffwechsel 


4. Wirkung der Gallensdure und des Milzextraktes auf die experimentelle 


Hyperglykamie bei splenektomierten Kaninchen. 


4 bis 6 Tage nach der Splenektomie wurde den Kaninchen Trauben- 
zuckerl6sung ohne oder mit Milzextrakt intraven6és zugefiihrt. Als Kontrolle 
wurde den normalen Kaninchen Traubenzuckerlésung intraven6és verab 
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reicht. Dann wurde weiter den milzlosen Kaninchen 2 Stunden nach Zufuhr 
der Cholat- und Traubenzuckerlésung Milzextrakt intravenés zugefiihrt. 
Der Blutzuckergehalt aller dieser Tiere wurde nach jeder Stunde bestimmt 
und mit dem Anfangswert verglichen. 


Aus den Tabellen VI und VII ist ersichtlich, daB der Blutzucker- 
gehalt bei Zufuhr von Zucker allein nach 30 Minuten sein Maximum 
erreicht und verglichen mit dem Anfangswert um 168,95 bis 199,0°% 
steigt, um 3.5 Stunden danach wieder zum Anfangswert herabzusinken, 
wahrend bei Zufuhr von Zucker mit Cholsiure der maximale Blutzucker- 
gehalt. verglichen mit dem Anfangswert, um 52,1 bis 156,65°, steigt, 
um nach 1,5 bis 2,5 Stunden wieder zum Anfangswert zuriickzukehren. 

Die experimentelle Hyperglykamie der milzlosen Kaninchen 
tritt viel starker und langer dauernd auf als die der normalen, wie Noma 
heobachtet hat. 

Aus dem Versuchsergebnis geht hervor, daB die experimentelle 
Hyperglykamie der splenektomierten Kaninchen durch Zufuhr von 
Cholséure stark herabgesetzt wird. 

Aus der Tabelle VI erhellt, daB der Blutzuckergehalt bei Zufuhr 
von Zucker mit Milzextrakt nach 30 Minuten schon sein Maximum 
erreicht und verglichen mit dem Anfangswert um 151,78 bis 166,0°, 
steigt, um 2.5 Stunden danach zum Anfangswert zuriickzukehren. 
Diese Steigerung ist viel niedriger und dauert kiirzer als bei Zufuhr 
von Zucker allein. 

Dieses Ergebnis zeigt, daB Milzextrakt auf die experimentelle 
Hyperglykamie der milzlosen Kaninchen herabsetzend wirkt. Aus der 
Tabelle VII ist zu ersehen, daB der Blutzuckergehalt der milzlosen 
Kaninchen bei Zufuhr von Zucker mit Cholsiure und Milzextrakt 
30 Minuten nach ihrer Zufuhr sein Maximum erreicht, um nach 2,5 bis 
3,5 Stunden wieder zum Anfangswert zuriickzukehren und im Vergleich 
zum Anfangswert um 40,3 bis 93,24°, steigt. Diese Steigerung ist 

im allgemeinen im Vergleich zu der bei Zufuhr von Zucker mit Chol- 
siure allein niedriger. 

Aus dem Ergebnis erhellt, daB die Cholséure zusammen mit dem 
Milzextrakt auf die experimentelle Hyperglykamie der  milzlosen 
Kaninchen synergistisch hypoglykamisch wirkt. 


Herstellung des Milzextraktes. 


Von der aseptisch isolierten Milz von mannlichen Kaninchen wurden 
10 g mit Sand zu Brei verrieben. mit 30 cem Wasser versetzt und gut durch- 
geriihrt. Diese Lésung wurde 10 Stunden lang geschiittelt. zentrifugiert 
und 12 Stunden im Eji&schrank stehengelassen. Die vom Niederschlag 
abpipettierte Lésung wurde mit kolloidalem Eisen gefallt und das EFiweiB 
abfiltriert. Dieses Filtrat (50 cem) wurde zum Versuch benutzt. 











Bedeu 


K. Fuziwara: 


394 






























e Nee se then seg Agee asvetos sage Reger teases Aas | 7 
= SSu9P eee ts Bot ao HPehs B8Ex »os & 
2 a & & oS .@ a 3S Best es a a $36 cS ws ro) 
S =Rsa > SADR ek SANM ES EA BONS wN Ss Sauk & % 
LOO[ES~ Odd BANOZTUY ty tY O00 L600 COO UO LOL oO Lila LOO OLUo hoo t OCG! ‘ 
oT “ SUNSOTesOoNTr) Ilse T80°O rs00 = 98ND LITO «6660'O — BLEO OBO'O t VEST t 
LTO OG Uo Z soyeds 93°82 1600 800 | €80°0 = 860°0 = OTTO FOTO FOTO 660°0 b OrGT 
uepungg Z pun Sunsoy be OF 4c0°O ~=—s 8800 =| -90°0 StrO «GLO | GITO SeT'O 9 Cree 
“PBLOU)-BN 4oH1% T Wid9 Z ba'86 e600 6800, SOTO 6ETO 0060 | LOT‘O SOTO 9 OOFE I 
UU OL’ Tal Toro L80°0 COTO 980°0 cOT'O CEe'0 160°0 90T 0 9 OT6I g 
-o[ty oad Sunsopesoonysy Oleg colo O0OT'O LITO COTO LOTO TFL O 1OT'O 2600 9 OT6T F 
49H QE Woo |Z Joyuds co 9g] t0T'O | LITO | STT‘O 1OT'O }=— €80°0 = 0940 =| 9TTO ct) a) 9 O16T € 
ueapungg Z pun Sunsoy 09601 680°0 L60°0 9ET'O L020 960°0 660°0 t OGG G 
~PRPOYUD-BN 19509] T U9 % 6a TI FOTO =—szTOTO—sCéET‘O.}=—88a'0 || «OTTO | «CTOT‘O t OStZ si 
‘ — ‘ 46 zn so 
"lo Ut Ge GF CE cs Cl “0 pan] uonyofuy uon 2u 
sila ea youn ‘0A. -¥10dQ younes aw 
WaFUuNYyleuloagy sop uot yefuy Youu uepunys ‘DS 0% : qoen swdses IN 
aPBUIXYY 9 uy aoyonzInig AL : 
A ITA A}) QU, 
EOL L60°0 £0T'O 160°0 6IT'O cro 82'0 £0T'O t Cc6T C 
0661 FIT'O alt) Ot) 1800 LOT'O GOTO c0¢e'0 600 9 O€6T i 
urueasolry oad 61ST L60°0 cOt'O ITTO TTLO 6FTO £080 LOT'O 9 C961 t 
Sunsopasoonyy) 6891 ello 80TO Oz O OIlo FLTO F620 6070 ia OFGE é 
1S OG wo Z LL OOT'O 9T TO ello VITO cEl'o 90€°0 eIl'o i 0926 I 
WULRADO[TY P'Scl 160°0 Z0TO 910 00T‘O cor‘ 1920 1010 9 C68T g 
oad 4yyvayxe 0991 €0T'0 LOO #60°0 860°0 €IT'0 0L2°0 1OT‘O u E06 F 
“2X Woo T pun 6651 1Ov'O L80°0 FRO'O 060°0 colo TL2°0 FOTO y C66T t 
Sunsopesoonys) 9°LCT ZOr'O 6800 060°0 260° TOTO £92'0 Z0T'0 4 082% é 
JOD] OG UV J SIE! FOTO 6010 art‘ 860°0 E210 G82'0 ra 8 9 OFES I 
O'ecT 280°0 6800 980°0 980°0 FOTO 6F2'0 660°0 0961 G 
ULUTBAS OLY T'9¢1 160°0 z80'0 F80'0 e800 060°0 8260 £60°0 OF0E ? 
oad Sunsojfesoo Poel 680°0 C600 £240°0 | 880°0 260°0 Lea'0 680°0 O1ZE € 
“NYY 4951S OG YSEl 280°0 C60°0 sso;o | Gg0°0 160°0 GEs'0 860°0 OOS G 
WD) & ‘e[foruOy 6 SEI 680°0 080'0 €60°0 | &60°0 90T'0 8960 80T‘O OLES I 
Ut ¢'g oF c's eZ Cae | __ 0 uonyofuy ate 
pres gers onyet nu Ue UNIS . JOA uorRiedy9 Be, — 
uoFunysouray -jnIq sap UOT AO}UT Yow pangs one WOLMos IN 
’ ; oon how. : : ee P =? — yoeu oFe,], -ledi0 y 
oPUlixeRg “/o UL Jeyonzynig 





‘IA 


92]9QUL, 





4) 


8.11 


64.53 


O.OUL1 
0.081 


OLO90 


) 


0,084 


0.09] 


0,08 


0,085 
0,086 


0.092 


0,098 






— 
— 


3 





=> 
r=) 
= 
‘i - 
bm 
Cy 
~ 
L 


Glucose 


0,116 





O10] 


0.099 
O11 


9 
7 


0,090 


OL 


of 


Milzextrak 


O16 


OLOLO 





Bedeutung der Gallensaure im Kohlenhydratstoffwechsel. XXIV. 395 


5. Wirkung der Gallensdure und des Milzextraktes auf die Adrenalinh yper- 
glykdmie der splenektomierten Kaninchen. 

Zuerst wurde als Kontrolle den milzlosen Kaninchen Adrenalinchlorid- 
\6sung subcutan verabreicht. Dann wurde ihnen Cholatlésung mit Adrenalin 
subeutan gegeben. Darauf wurde ihnen Cholatlésung mit Adrenalin 
und Milzextrakt parenteral zugefiihrt. Der Blutzuckergehalt dieser 
Kaninchen wurde vor und nach der Zufuhr jede Stunde bestimmt und 
verglichen. 

Aus den Tabellen VIII und IX erhellt, daB bei Zufuhr von Adrenalin 
der Blutzuckergehalt der milziosen Kaninchen nach 2,5 Stunden sein 
Maximum erreicht und verglichen mit dem Anfangswert um 123,] 
bis 231,1°% steigt und 5,5 bis 7,5 Stunden zum Anfangswert wieder 
zuruckkehrt, waihrend er bei Zufuhr von Adrenalin mit Cholsaure 
2,5 bis 3,5 Stunden nach ihrer Zufuhr sein Maximum erreicht und ver- 
glichen mit dem Anfangswert um 181,2 bis 253,5°%% steigt. 


Diese Ergebnisse zeigen, daB die Cholsiure auf die Adrenalin- 
hyperglykimie der splenektomierten Kaninchen férdernd einwirkt. 
Die antagonistische Wirkung der Cholséure und des Adrenalins auf den 
Zuckerstoffwechsel wurde schon von Misaki!, Tsuji! usw. bei normalen 
Kaninchen beobachtet. Diese antagonistische Wirkung der Cholsiure 
und des Adrenalins auf den Blutzucker wird also durch Milzexstirpation 
aufgehoben. 


Aus der Tabelle X ist ersichtlich, daB der Blutzuckergehalt der 
milzlosen Kaninchen bei Zufuhr von Cholséiure mit Adrenalin und von 
Milzextrakt, der 2 Stunden nach der Zufuhr des Adrenalins eingespritzt 
wird, plétzlich herabgesetzt wird und der maximale Zuckergehalt 
eine 109,0 bis 224,0°,ige Zunahme des Anfangswertes aufweist. Diese 
Zunahme ist viel kleiner als bei Zufuhr von Adrenalin und Cholsaure 
allein. 

Diese Ergebnisse zeigen, daB die durch Zufuhr von Cholsaure 
gesteigerte Adrenalinhyperglykamie der milzlosen Kaninchen durch 
Zufuhr von Milzextrakt herabgesetzt wird (vgl. Tabellen VIII, IX 
und X). 


Aus diesen Resultaten geht hervor, daB fiir die antagonistische 
Wirkung der Cholsiure und des Adrenalins die normale Funktion 
der Milz unbedingt notwendig ist, und da deshalb die Milz als 
regulierender Faktor fiir den Zuckerstoffwechsel ein Hormon abzugeben 
scheint. 


Der Wirkungsmechanismus dieses Hormons beziiglich des Zucker- 
stoffwechsels muB weiter verfolgt werden. 


t Le. 











sede 


K. Fuziwara: 


396 





































: | Aen & Mm 2 « ie Ove nNSQUSs., 
SSR HER EBE “ST Stee “SH sg * ESR e wee OF NBgtx 
a... ~ Seo & 4 & Se my BS Ww SZ ses SoS SESS SC Eb SS Fics & 
3 “a ‘— 6 & & S =~ --—- ~ 2 oO = © - am © ~~ OAR S&S HM oC L 2 & & laa 
4 mms a — | ODOR MON & OM F (SA SMR OKBU BaD 
i 68TO 6 CORT 6 
a 9 26! “O10 6 OFLI g 
Siig, one Semoorsteny oN Bos 1910 ; 0681 ’ 
C'Eece bi OOF & 
— 21° . C208 y 
| the rst 0 ce poe 9 
LCi? 6810 ¢ 96 2 
B'Se Lon'0 61E'0 Fae'0 ISTO 8 O88T b 
e'1gl PESO L920 ¢os'0 6ETO ¢ 0008 t 
O'C6T R920 OLE €ce0 F160 99T 0 t av iG G 
Q' LEG ISt'O O0€2'0 982°0 022'°0 ERgTt'O ¢ O98! I 
cy oy | oe of og oz ra | co uonyoluy 
uolyealuy qouu uapungg = IN 
uaFUNn Youle 
Jo Ul Jeyonzpnyg 
“XT 911°9Y.L 
€'9Fl 980°0 60TO 9ST'O STe'O 080 686'O FLT'O TOT'O . aet oO 
6°61 680°0 OET'O 6ET'O OFS'O 89s'0 8Fz'0 OLTO 8600 O2et 6 
Lore 680°0 91TO  O9T'O F8TO S2Le'0  $22'0 TILT O 880'0 , at6r 8 
9°9CT ITT'O TéEl'O StI'O! 86T'O 6820) €22°0 £86 0 set 0 GUT O 6 aout 7 
C600 FOTO 6910) 86T°O OLZ'0 0¢G2'0 | 2220 SLT 0 60T'O OGLT 9 
C600 F80'°O GOTO) OTTO 6GET‘'O. OFZ‘O ot6 0 006 0 Foro 9 OFT : 
wmureiso[ry oud Sunsoy] £OT'O 9200 | LéeT'O L8T 0 Ice 0 L160 Fl 0 elt 0 4) aaae ; 
-“Ul[RUAIpPY s9F1%, TQ UE FOL'O GFT'O OFG'O | 8E8'0 686'0  Gze"0 6LT'0 260°0 ft ares £ 
~uurReaZopEy oad Sunso] cRO'O OT O ARTO eca'0 Lge 0 1860 6960 Cl 0 €or 0 t c G , 
“UI[BUBApPY 495% T°) UD E*O) €90°0 | 800 | -L60°0 | LET‘O | T2Z‘0.. 9920 | 6820 | LET‘O. —-080°0 t OFOZ 
lid $9 lie se | 88 lk el 70 uonyofuy uolViedg 3 uy 
uonyeluy Yoru uepunig i youu }YOIMOTD IN 
ras / — esvy ~10d10y 
| 





9 UL JOYyYONZINIG 





IITA 2PqQOaL 





ramim 


ir 


Leb 


OUaGb 


U,LLo 


OLLd 


U.24é4 VU,130 


~) 


O.ol 


a) 


0,189 


O10 





jedeutung der Gallenséiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


Zusammenfassung. 

1. Die Splenektomie fiihrt bei 
Kaninchen zu langdauernder und 
Diese 
Hyperglykimie kehrt nach etwa 


gesteigerter Hyperglykamie. 


20 Tagen wieder zur Norm zuriick. 

2. Die Zufuhr von Cholsaure 
wirkt auf den Blutzucker dersplenek- 
Kaninchen schwacher 
herabsetzend als auf der 
normalen. Die hypoglykamische 
Wirkung der Cholsiure wird also 
durch Splenektomie abgeschwacht. 

3. Sowohl durch Zufuhr von 
Cholsiure als von Milzextrakt wird 


tomierten 
den 


die durch Traubenzucker erzeugte 
experimentelle Hyperglykimie der 
splenektomierten Kaninchen herab- 
gesetzt, durch Zufuhr von beiden 
weiter herab- 


zugleich wird — sie 


gesetzt. 

Nach diesen Ergebnissen wirkt 
Cholsaure und Milzextrakt auf den 
Blutzucker herab- 
setzend. 


synergistisch 


4. Die Cholsaiure wirkt auf die 
Adrenalinhyperglykamie beisplenek- 
Kaninchen  férdernd. 
Diese die Hyperglykamie der milz- 
Kaninchen férdernde Wir- 
kung der Cholsiure und des Adre- 
nalins wird durch Zufuhr von Milz- 
extrakt herabgesetzt. Demnach 
wird die antagonistische Wirkung 
der Cholsiure und des Adrenalins 
auf den Zuckerstoffwechsel durch 
Splenektomie aufgehoben. 


tomierten 


losen 


Zum SchluB 
verfehlen, Herrn 
freundliche 
bei dieser 


méchte ich nicht 
Dr. Wada fiir seine 
Leitung und Anregung 
Arbeit meinen herzlichen 


Dank auszusprechen. 


x. 


T'abelle 
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Uber die gerinnungshemmende Wirkung der Galle in vitro. 
Von 
H. Elbel. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie de1 
Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 28, Oktober 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie von A. Schmidts Schiilern Himmelstjerna und Nauck, sowie 


von Stadelmann und Leyden angegeben wurde, ist die gerinnungs 
hemmende Wirkung der Galle auf die Wirkung der gallensauren Salz: 
zuruckzufiihren. 


Auch Morawitz und Bierich sprechen diese Meinung auf Grund vo 
Versuchen aus, und neuerdings hat Coquelet diese Tatsache bestatigt. De: 
Mechanismus der Cholatwirkung wurde von Morawitz und Bierich dahin 
gehend erklart, daB diese Salze das Freiwerden oder die Entstehung de: 
Thrombokinase hintanhalten. (Stuber und Sano halten einen EinfluB aut 
das Fibrinogen fiir die Ursache der gerinnungshemmenden Wirkung; six 
konnten feststellen, da8 die Alkoholfallbarkeit des Fibrinogens unter den 
EintluB von Gallensalzen vermindert wird, daB auch die Viskositaét eine: 
Fibrinogenlésung unter diesen Verhaltnissen sinkt, und erklaéren dies: 
Befunde durch die Bildung von stark ionisierten Cholat-EiweiBverbindungen 
Man wird nicht fehlgehen, diesen Befund mit der Tatsache zu verkniipfen., 
daB die Cholate als hydrotropische Substanzen im Sinne Neubergs autzu 
fassen sind.) 

Irgendein EinfluB der lipotropen Cholate auf die Thrombokinase ist 
angesichts deren lipoider Natur (Zak, Howell) sehr wahrscheinlich!. Dabe 
kénnte es sich gleichzeitig um eine Cholatwirkung auf das Calcium hande!ln, 
denn nach Vines’ Hypothese ist eine Lipoid-Calciumverbindung _ .,th: 
essential factor in the commencement of blood coagulation; this complex 
probably corresponds to the thrombokinase of Morawitz‘**. Nach Vines 


beruht die Gerinnungshemmung durch Kobragift auf einer Abdrangung 


des Ca aus diesem Komplex. 


1 Es ist vielleicht berechtigt, hier Beziehungen zur Wirkungsweise de- 
Kobragiftes zu suchen, welches einerseits das Cytozym zerstért (Houssa 
u. Sordelli), andererseits eine lecithinspaltende Wirkung hat (Delezenn 
Ledebt). 





auf 


der 
des 
ihre’ 


gebi 


Es 1 
Dies 
ionis 
Shea 
der ] 
CaCl 
gege 
kann 
wirk 


fiir u 
der | 
deut 


TAUSC 
gesch 
mini 
gegel 
vorge 
fahig 
gleicl 

' 


Diese 
habe 
sauer 
Pu 7. 


stand 
die F] 
und « 
allma 
gegeb 
funde 
auf A 
sprec] 
auf ve 
werde 








Wie 


igs 
lz 


VOR 
Der 
Mn 

der 


aul 


len 
ner 
lese 
ren. 
fen, 
Zu 


ibe! 
eln, 


lex 


nes 


Litiyy 


des 


H. Elbel: Gerinnungshemmende Wirkung der Galle in vitro. 3909 


Andererseits kénnte man aber auch an eine Wirkung der Cholate 
auf den ionisierten Kalk des Blutes denken, der ja nach der Ansicht 
der meisten Forscher der bei der Gerinnung wirksame Bestandteil 
des Gesamtkalks ist; dies um so mehr, als den Gallensalzen auf Grund 
ihrer chemischen Eigenschaften Beziehungen zu diesem Kation zu- 
gebilligt werden kénnten. 

Wir dachten hierbei vor allem an ihre Ahnlichkeit mit den Seifen. 
Es war dabei naheliegend, eine Analogie zur Citratwirkung zu suchen. 
Diese beruht bekanntlich nach Sabbatani auf Entstehung eines wenig 
ionisierten Ca-Citrats. Dasselbe fanden Shear, Kramer und Resnikoff, 
Shear und Kramer haben dies nun in sehr eindrucksvoller Weise mit Hilfe 
der Leitfahigkeitsmethode nachgewiesen: Gemische von Natriumcitrat und 
CaCl, haben einen viel héheren Widerstand, als man fiir die Mischung zweier 
gegeneinander indifferenter Elektrolyte erwarten und rechnerisch ermitteln 
kann; es findet also, wenn man die beiden Salzlésungen aufeinander ein- 
wirken lat, eine Reaktion statt, deren Ergebnis eine Verminderung der 
lonen ist, mit anderen Worten: es entsteht ein wenig-ionisiertes Ca-Citrat. 

Dieselbe Versuchsanordnung wahlten wir, doch halten wir es nicht 
fiir unangebracht, die Beschreibung der Methodik mit einer Darstellung 
der angewandten Berechnungsweise hier darzulegen, weil diese in der 
deutschen Literatur noch nirgends veréffentlicht ist. 

Die Leitfahigkeitsapparatur hatte die iibliche Anordnung nach Ko// 
rausch. Hierbei ist zu erwaihnen, daB ein parallel zum Leitfahigkeitsgefab 
geschalteter Kondensator wertvolle Dienste bei der Ermittlung des Ton 
minimums leistete. Das Leitfaihigkeitsgefa8 hatte die von Arrhenius an 
gegebene Form mit fixen Elektroden. Alle Messungen wurden bei 25° ( 
vorgenommen; die beobachteten Werte sind nicht auf die spezifische Leit- 
fahigkeit umgerechnet, da es sich ja nur um Vergleichswerte bei genau 
gleichen Versuchsbedingungen gehandelt hat. 

Wir stellten uns folgende Lésungen her: 

1. 0,005n taurocholsaures Natrium, 

2. 0,005 n CaCl). 
Diese Konzentration wurde gewahlt, um das Ca in einer Verdiinnung zu 
haben, die dem Kalkgehalt des Blutes entspricht. Die Lésungen waren 
sauer (py 5,5), daher brachten wir sie mit Hilfe von n/10 NaOH auf 
PH 7.2 


Versuch: 


5cem CaCl, werden in das LeitfihigkeitsgefaB gegeben und der Widet 

stand bestimmt. Dann wurde 1 cem der Taurocholatlésung hinzugefiigt, 
die Fliissigkeiten gemischt (durch vorsichtiges Umriihren mit den Elektroden) 
und der Widerstand des Gemisches gemessen. Auf diese Weise wurden 
allméhlich steigende Mengen bis schlieBlich 10 cem Gallensalz zum Ca Cl, 
gegeben, nach jeder Zugabe bestimmten wir den Widerstand. Die ge 
fundenen Werte stehen in Tabelle I, Reihe c, und werden durch die Kurve A 
auf Abb. 1 wiedergegeben. Die Reihen d, e und f enthalten die fiir die ent- 
sprechenden Mischungen berechneten Widerstande, wobei die Berechnung 
auf verschiedene Art und Weise erfolgte, deren Zweck nachstehend erlautert 
werden soll. 


| 
| 
| 
} 
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Der Widerstand einer Mischung von zwei Elektrolyten laBt sich nicht 
einfach nach der Formel (1) 
v,R, + v, Ry 
M+ U% 


ausdriicken, denn dabei wird nur die den Widerstand erhéhende Ver- 
diinnungswirkung beriicksichtigt, sondern er ist etwas niedriger als de1 
auf diese Weise errechnete Wert, weil sich mit der Verdiinnung einer Salz- 
losung die Dissoziation vergréBert, d. h. der Widerstand ist 


wobei v die Verdiinnungswirkung, d die Wirkung der erhéhten Dissoziation 
bedeutet. Es ist also der mit Formel (1) erhaltene Widerstand der gréBt- 
mégliche, Shear nennt ihn deshalb den 
. »Maximum‘‘-Wert. Wir wollen diese Be 

fag zeichnung beibehalten. 





820) 
In Formel (1) ist 


Ai 
800 TA LA 4 5 cem, 






R, Widerstand von CaCl, 
780; (681 Ohm), 
By Ue > Menge der in der Mischung 
e™ befindlichen Taurocholat 
& a Punkt fir Punk? losung (Tabelle I, Reihe b), 
ae ses yA R, Widerstand der reinen Tau 
od are rocholatlésung (903 Ohm), 
20 2 Minimum J 


v, + vg = findet sich in Tabelle I, 
Reihe a. 
Die erhaltenen Werte stehen in Tabelle I, 
Reihe e, Abb. 1, Kurve C. 











on SN Gee fer mee ome 
Na-faur: inccm Die Reihe d, Tabelle I, enthalt die 


a ..Minimum‘‘-Werte (Shear), d.h. die 
Widerstaénde sind unter Vernachlissi 
gung der (widerstandserhéhenden) Ver- 
diinnungswirkung und unter’ Beriick 

sichtigung der starkeren Dissoziation (widerstandsvermindernd) berechnet. 

Dazu waren die in den Tabellen Il und III zusammengefaBten Hilfs- 

bestimmungen notwendig. 


Ges.-Volin ccm 
Abb. 1. 


Tabelle Il: Zu 5eem CaCl, wurde zehnmal je 1 ccm Leitfahigkeits- 
wasser zugesetzt und jedesmal der Widerstand gemessen: Tabelle II, 
Reihe c. Reihe d enthalt die nach der Formel (2) berechneten Werte. Die 
Formel (2) 

v1 Vo - - . - 

mal dem Widerstand der unverdiinnten Salzlésung 
1 
entspricht der Erkenntnis, daB der Widerstand einer Salzlésung direkt propor- 
tional dem Gesamtvolumen und umgekehrt proportional dem Gehalt an Salz 
ist. Also ist v, gleich 5, v, das Volumen des zugegebenen Wassers. Hier ist nur 
dieVerdiinnungswirkung beriicksichtigt, doch laBt sich mit Hilfe der so berech- 
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neten Werte jener Widerstand ermitteln, den die Lésung haben miiBte, wenn 
nur die vermehrte Dissoziation in Erscheinung treten wiirde; die Formel (3) 
beobachteter R 
| berechneter 
wirkung aus; bezeichnen wir diese mit v, die Dissoziationsverstirkung mit d, 
so erhalt die Formel (3) die Form 


mal R des unverdiinnten CaCl, | schaltet die Verdiinnungs- 
2 4 


d. h. Widerstand der urspriinglichen Salzlésung, dividiert durch den 
Faktor d, das ist die widerstandsvermindernde Wirkung der erhéhten 
Dissoziation. Die auf diese Weise errechneten Werte finden sich auf 


Tabelle II, Reihe e. 


Tabelle 111: Auf dieselbe Weise wurden die Widerstaénde von 5 cem 
Leitfahigkeitswasser plus 1 bis 10ccm Natriumtaurocholat ermittelt. 
Hierbei ist in Formel (2) v, die Menge der zugesetzten Salzlésung, v, stets 
gleich 5. 

Diese beiden Hilfstafeln enthalten nun sowchl fiir das CaCl, als auch 
fiir das Gallensalz jene Widerstande, die unter Ausschaltung der Ver- 
diinnungswirkung durch die Wirkung der erhéhten Dissoziation den 
méglichst niedrigen Wert darstellen. Mit Hilfe dieser ,,Minimum‘‘-Werte 
konnten die ZaLlen in Reihe d, Tabelle I, ermittelt werden, indem in 
Formel (1) &, aus Reihe e, Tabelle Il und FR, aus Reihe e, Tabelle III, ent- 
nommen wurden. Graphische Darstellung in Kurve D, Abb. 1. 


Tabelle I. 


5eem CaCl, 0,005 n, py 7,22 + Na-Taurocholat, 0,005 n, pq 7,24. 





a b € d e f 

. Na-Taur. R R berechnet 

Gesamtvol. 

Zugabe gemessen Min Max. Punkt fiir Punkt 
5 0 681 681 681 681 
6 1 709 705 718 718 
7 2 732 721 744 730 
8 3 751 736 764 749 
9 4 763 750 780 764 
10 5 775 761 792 774 
11 6 785 771 802 785 
12 7 791 777 811 793 
13 8 797 781 818 798 
14 9 804 788 $24 803 
15 10 809 793 829 809 
R yon 5eem Na-Taurocholat, 0,005 n, pq 7,24 903. 


Die Werte der Reihe f, Tabelle I, dienten dazu, bei einer allfalligen 
Anderung der Leitfaihigkeit durch chemische Reaktionen zwischen Gallen- 
salz und CaCl, die GréBe dieser Anderung fiir die jedesmalige Zugabe von 
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1 cem Gallensalz festzustellen. Es wurde wieder von Formel (1) ausgegangen. 
Die Werte &, und &,, vy und v, bekommen da folgende Bedeutung: 


R,: Immer der gemessene Widerstand der vorhergegangenen Mischung. 
Handelt es sich z. B. um den Wert fiir 5 cem CaCl, plus 3 cem Natrium- 
taurocholat, so ist R, gleich dem Widerstand von 5cem CaCl, plus 
2cem Taurocholat (= 732). 

v,: Volumen der Lésung. die den Widerstand Ff, hat, also in diesem Falle 
gleich 7. 

v,: Stets gleich 1. 

R,: Widerstand der Taurocholatlésung mit Beriicksichtigung der ver- 


mehrten Dissoziation (abweichend von Shear), also die Werte aus 


Tabelle III, Reihe e. 


Beispiel : 


5eem 0,005n CaCl, + H,O, px 7,22. 


7.732 + 1.870 


7+ 1 


Tabelle II. 


749. 








a b c d e 
Gesamtvol. H, 0 z od - 
Zugabe gemessen berechnet korrigiert 
5 0 681 681 681 
6 1 808 817 674 
7 2 928 953 663 
8 3 1048 1090 655 
9 4 1170 1226 650 
10 5 1288 1362 644 
11 6 1403 1498 638 
12 7 1517 1634 632 
13 8 1630 1771 627 
14 9 1743 1907 622 
15 10 1854 2043 618 
Tabelle III. 
5eem H,O + 0,005n Na-Taurocholatlésung, py 7,24. 
a b c d e 
. Na-Taur. R R R 
Gesamtvol. 
Zugabe gemessen berechnet korrigiert 
5 0 
6 1 5140 5418 857 
7 2 8035 3161 867 
8 3 2320 2408 870 
9 4 1967 2032 875 
10 5 1755 1806 878 
11 6 1614 1656 881 
12 7 1508 1548 880 
13 8 1428 1470 877 
14 9 1371 1405 881 
15 10 1320 1355 880 
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Auf diese Weise mu8 man eine Kurve erhalten, die in ihrem Verlauf 
der Kurve der tatsachlich gemessenen Werte beinahe entspricht, was auch 
tatséchlich der Fall war; die ,,Punkt fiir Punkt‘‘-Werte (Shear) liegen zum 
groBen Teile in der Kurve A. 

Aus Tabelle I und aus Abb. | ist leicht zu ersehen, daB sich die ge- 
messenen Werte der Elektrolytenmischung in einer Héhe bewegen, die 
man nur dann erwarten kann, wenn keinerlei ionenvermindernde bzw. 
-vermehrende Reaktion zwischen CaCl, und Gallensalz stattgefunden hat. 
Die Kurve A liegt zwischen C und D, genau wie man den tatsichlichen Wert 
zwischen Maximum und Minimum erwartet. Wiirde eine Verbindung von 
Ca und Taurocholat entstehen, wie sie fiir Ca und Citrat als nachgewiesen 
betrachtet werden kann, so miiBte sich die Verminderung der freien Calcium- 
ionen durch eine bedeutende Erhéhung des gemessenen Widerstandes der 
Elektrolytenmischung nachweisen lassen. 


Nach dem Ergebnis des Versuchs, der auch fiir Glykocholsaiure 
gleich ausfiel, ist eine Wirkung der Cholate im Sinne einer Vermehrung 
oder Verminderung des ionisierten Kalkes nicht anzunehmen. 

Es ware aber auch noch eine andere Wirkung der Gallensalze auf den 
Blutkalk méglich, namlich eine Anderung in dem Verhiilt:.is von freiem 
zu gebundenem Ca. Auch ein EinfluB solcher Art kénnte die Grundlage 
einer Gerinnungshemmung sein. 

Aus den Arbeiten von Langecker und von Rosenthal ist bekannt, daB 
Gallensiuren imstande sind, adsorptive Bindungen zu lésen. Inwieweit 
das zu der Vermutung berechtigt, daB sich auf soleche Weise durch Cholate 
das Verhaltnis des kolloidgebundenen zum iibrigen Kalk des Serums andert, 
bleibe dahingestellt. Klinke leitet eine solehe Méglichkeit aus den Versuchen 
Rosenthals jedenfalls ab. 


Zur Untersuchung dieser Frage stellten wir Ultrafiltrationsversuche 
an, denn in der Ultrafiltration haben wir im Gegensatz zur Messung 
der elektrischen Leitfihigkeit ein Mittel, nicht nur den dissoziierten, 
sondern diesen und den undissoziierten, molekularen, nicht kolloidal 
gebundenen Kalk zu erfassen. 


Nach Neuhausen und Pincus berechnet sich ein Wert von 55%, 
eiweiBgebundenem Ca im Serum. W. Hertz findet bei Sauglingen 
4,4 bis 5 mg-% ultrafiltrierbaren Kalk. Wie aus Tabelle IV ersichtlich 
ist, sind unsere Werte damit ungefaihr im Einklang. 


Tabelle IV. 


Durchschnittswerte fiir ultrafiltrierbaren Kalk (in Milligrammprozent). 





Mit Gallensaure Kontrolle 
OS a ee ee 6,2 5.0 
ET aa a, a 8 eg! 5.6 4.8 


Kaninchen . . 6.0 4.6 
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9cem Serum und lecem 10°,ige Na-Taurocholatlésung in 0,85 ° 
NaCl werden in einem Thiessen-Apparat bei 3 Atm. durch mit 6°, igen 
Kisessigkollodium impragnierte Filter, Firma Schleicher u. Schiill, filtriert 
(diese Filter haben sich uns als auch fiir Lecithin undurchlassig erwiesen) 
Im Filtrat wird der Kalk nach de Waard bestimmt. Als Kontrolle dient: 
ein Gemisch von 9cem Serum und 1 cem NaCl, 0,85 °,. 

Unter dem EinfluB8 des Taurocholats nimmt also der ultrafiltrierbar 
Kalk zu. Dies kénnte dreierlei Ursachen haben: 

1. Es kénnte durch die Gallensiuren die Permeabilitaét der Membran 
verandert worden sein, so daB kolloidgebundener Kalk mit seinem kolloidalen 
Bindungssubstrat durchginge (Langecker, Brinkmann und Szent-Gyérgy/). 

2. Es kénnte Ca vom SerumeiweiB8 abgedrangt worden sein. 

3. Der bei Gallensalzzusatz vermehrt im Ultrafiltrat gefundene Kalk 
kénnte derjenige Teil des normalerweise nicht ultrafiltrierbaren Kalkes 
sein, der nicht an Eiweifi gebunden ist. Es ware dann naheliegend, hier 
an eine Ca-Lipoidverbindung zu denken, deren Zerstérung ja nach Vines 
mit Gerinnungshemmung einhergeht. 

Zur Klarstellung des Ergebnisses bestimmten wir mit der Versuchs- 
anordnung nach Hermann und Zentner den an EiweiB gebundenen Kalk 
und priiften die Frage, ob er durch Gallensalze verindert werde 

Zu 4,5cem Serum und 0,5cem Taurocholat (10°,, in NaCl 0,85 °,) 
werden 10 ccm 2,5°%,ige Phosphormolybdansaure zugesetzt. Der Eiweil 
niederschlag wird abzentrifugiert und im Zentrifugat der Kalk nach de Waard 
bestimmt. Kontrolle: 4,5 cem Serum und 0,5 cem NaCl, 0,85°,, 


Tabelle V. 


Phosphormolybdansaurefallung. Milligrammprozent Ca im Zentrifugat 





Mit Gallenséure Kontrolle 


2,1 2 
2.0 2, 
2,05 1,9 
1,95 1,9 


_ Aus Tabelle V ist zu erkennen, daB der eiweiBgebundene Kalk durch 
(rallensiure ungeandert gefunden wurde. 

Die gewonnenen Versuchsergebnisse legten mit Riicksicht auf dic 
aus der Literatur bekannten Tatsachen den SchluB nahe, daB dic 
Gallensiuren eine Ca-abdringende Wirkung auf nichteiweibige Bestand 
teile des Serums ausiiben. In Anlehnung an die Ansicht von Vines 
wiirde sich das mit den Feststellungen von Morawitz und Bierich gut 
vereinen lassen, daB naimlich die Cholate durch Veranderung dei 
Thrombokinase (Sprengung eines Lipoid-Calciumkomplexes) gerinnungs 
hemmend wirken. 


Weitere Untersuchungen zur Priifung der Richtigkeit dieser Vor 
stellung sollen Gegenstand einer spateren Mitteilung sein, da die bis 
herigen, zum Teil vorlaufig unerklarlichen Ergebnisse zu neuen, linger 
Zeit in Anspruch nehmenden Versuchen zwingen. 
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Uber das Vorkommen einer Invertase im Kaumagen der Hiihner. 


Von 


A. Bernardi und M. A. Schwarz. 
(Aus dem Pharmazeutisch-chemischen Institut der kg]. Universitat Bologna.) 


(Eingegangen am 29. Oktober 1932.) 


Vor einiger Zeit veréffentlichten wir eine Abhandlung, die es 
erméglichte, die Schleimhaut, die zwischen der Keratoidschicht und 
dem Muskel des Kaumagens liegt, als Sitz der im Glycerinauszug der 
Keratoidschicht gefundenen Amylase zu erkennen!. Ebenso wollte 
man den Ursprung der in demselben Glycerinauszug gefundenen In- 
vertase feststellen? °, 

Zu diesem Zweck bereitete man, wie gleich naiher beschrieben, 
einen Glycerinauszug der Keratoidschicht, der Schleimhaut, des Kau- 
magenmuskels, des Blutes, des Schenkels und der Brust eines durch 
Verbluten getéteten Huhnes und lieB diese verschiedenen Extrakte 
im Thermostaten bei 37° mit einer Rohrzuckerlésung von verschiedener 
Konzentration stehen; nachher bestimmte man mit Fehlingscher 
Lésung die Menge des gebildeten Invertzuckers. 

Aus den erhaltenen Resultaten laBt sich schlieBen, daB in den 
verschiedenen Glycerinextrakten eine Invertase vorkommt, die, wie 
bereits erwahnt (l.c.), am starksten wirkt, wenn zwischen der Zucker- 
menge und der Invertase ein Gleichgewichtszustand erreicht ist, d. h. 
wenn Ferment und Zucker in bestimmter Menge reagieren, welche man 
nicht andern kann, ohne den InversionsprozeB zu stéren. 

Aus den gleich zu beschreibenden Versuchen ergibt sich tatsichlich. 
daB innerhalb der Versuchsdauer, bei der Temperatur von 37° und bei 
der gegebenen Konzentration das Ferment seine gréBte Wirkung in 
28 Tagen erreicht; als geeignetste Zuckerkonzentration erwies sich 
2.5% fiir den Glycerinauszug des Kaumagenmuskels und der Brust; 


; 


5%, fiir den Glycerinauszug des Schenkels; 10°, fiir den Glycerin- 


1 Diese Zeitschr. 258, 383, 1932. 
2 Bioch. e Ter. sper. 17, 1, 1930. 
3 Ebenda 12, VIII, 1926; 10, VIII, 1923. 








auszi 
getro 
mit « 
zenti 
blick 
dasse 
Misc] 
Farb 
weise 
ungu 


Versi 


M 
schicl 
sorgfé 
zersti 
flieBe: 
mage! 
schiclk 

A 
Huhn 
destill 
man ; 
Die > 
und fi 
staten 
extral 
gegen 
mit n 
zucke 
Zeit v 
eine F 


die M 





id 








A. Bernardi u. M. A. Schwarz: Vorkommen einer Invertase usw. 407 


auszug der Keratoidschicht, der Schleimhaut des Kaumagens und des 
getrockneten Blutes. Wahrend natiirlich feststeht, daB diese Resultate 
mit der verschiedenen Konzentration der Zuckerlésung und der Kon- 
zentration des Fermentes in Zusammenhang stehen, |4Bt sich augen- 
blicklich nicht feststellen, ob das Ferment in allen Glycerinextrakten 
dasselbe ist, zumal da der wihrend der Versuchszeit in fast allen 
Mischungen sich bildende Niederschlag und die verschieden braune 
Farbe des sich bei der Reduktion bildenden Cu,O auf Substanzen hin- 
weisen, die das Ferment begleiten und seine Wirkung giinstig oder 
ungiinstig beeinflussen. 


Aus den ausgefiihrten Versuchen ergibt sich, daB in allen dem 
Versuch unterworfenen Kérperteilen eine Invertase vorkommt. 


Experimenteller Teil. 


Man trennte von einigen frischen Hiihnerkaumagen die Keratoid- 
schicht, léste die daran fest anhaftende Schleimhaut véllig ab und reinigte 
sorgfaltig von etwa anhaftenden Muskelfasern. Man wusch hierauf den 
zerstiickelten Kaumagen, die Hornschicht und die Schleimhaut mit 
flieBendem und zuletzt mit destilliertem Wasser. Dann brachte man Kau- 
magen und Schleimhaut in den Thermostaten bei 37°, wahrend die Keratoid- 
schicht bei Zimmertemperatur unter LichtabschluB getrocknet wurde. 

Auch Schenkel und Brust, die von einem durch Verbluten getéteten 
Huhn losgelést wurden, wusch man 6fters mit flieBendem und dann mit 
destilliertem Wasser und trocknete sie im Thermostaten bei 37°C, wohin 
man auch das aus dem Schnitt der Schlagader quellende Blut brachte. 
Die verschieden getrockneten Praiparate verrieb man mit Quarzsand 
und fiigte Glycerin hinzu. Das Gemisch wurde ungefahr 10 Tage im Thermo- 
staten gehalten. Es sei besonders hervorgehoben, daf nur der Glycerin- 
extrakt der Hornschicht neutral reagierte, waihrend alle iibrigen Ausziige 
gegen Lackmus saure Reaktion zeigten. Man neutralisierte sie deshalb 
mit n/100 NaOH, bevor man je lcem auf Je 50 ccm einer reinen Rohr- 
zuckerlésung von verschiedener Konzentration (2,5 bis 5 bis 10°,) in einer 
Zeit von 28 Tagen einwirken lieB. Alle 8 Tage entnahm man jeder Mischung 
eine Probe von 5 ccm und stellte mit frisch bereiteter Fehlingscher Lésung 
die Menge gebildeten Invertzuckers fest. 


Tabelle I. 


Glycerinextrakt des Kaumagenmuskels der Hiihner. 





Konzentration der Zuckerlisung 


2.50 0 § 9/5 10°) 
Wirkungsdauer 
Verbrauch Fehling scher Léisung 
ecm ecm ecm 
7 Tage 3 . ~ — 
ms 3,5 0,5 7 
2 74 5.7 6 
m” « 13,4 9,2 12 
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Wahrend der Einwirkung triibt sich die Mischung infolge Flocken- 
bildung. Bei der gegebenen Konzentration des Glycerinauszuges des 
Hithnerkaumagenmuskels éuBert sich bei der Rohrzuckerlésung von 2,5” 
nach 28 Tagen die starkste Wirkung. 


Tabelle Il. 


Glycerinextrakt der Schleimhaut des Kaumagenmuskels der Hiihner. 





Konzentration der Zuckerlésung 


2,5° 5%5 10 ¢ 
Wirkungsdauer 
Verbrauch Fehlingscher Lisung 


cem cem ccm 
1 oem: 6S 1 2 6 
“ 3 3.9 6 

6.5 83 12.5 
28 . 8 10,5 16 


Triibung und Flockenbildung. Maximalwirkung nach 28 Tagen bei 
der 10° ig. Rohrzuckerlésung. 


Tabelle III. 


Glycerinextrakt der Keratoidschicht des Kaumagens der Hiihner. 





Konzentration der Zuckerlisung 


2.5 0 50 10° 
Wirkungsdauer - . ones 
Verbrauch Fehlingscher Lisung 


ecm ecm ecm 


7 Tage 2 2,5 3 
14, 3 4.5 6 
Ss 3,5 5,2 10 
3 . 5 7 12,5 


Die Mischung bleibt wahrend der Einwirkung vollkommen klar. 
Maximalwirkung nach 28 Tagen bei der 10°,ig. Rohrzuckerlésung. 


Tabelle IV. 


Glycerinextrakt des Schenkels der Hiihner. 





Konzentration der Zuckerlisung 


2,5), 5%, 10), 
Wirkungsdauer . . 
Verbrauch Fehlingscher Lisung 
ecm soy: Tee ecm ecm 
ES 5 nc. hk Re, ee —_ 3 : 

- « Psy - 7 0,5 
21 ” 8,5 12 5,2 
28 7,6 15.5 8.4 


Triibung und Flockenbildung. Maximalwirkung nach 28 Tagen bei 
der 5°, ig. Rohrzuckerlésung. 
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Tabelle V. 


Glycerinextrakt der Brust der Hiihner. 





Konzentration der Rohrzuckerlisang 


2,5 9/, 5°), 10° 
Wirkungsdauer 
Verbrauch Fehlingscher Lésung 


ecm ecm eem 

7 Tage pois wena 2 - 
14 - 7 : Sy 4.5 OD 
21 sy ; ee a 8,6 5,2 
/ ae or 12,2 8,4 





Triibung und Flockenbildung. Maximalwirkung nach 28 Tagen bei 
der 2,5°,ig. Rohrzuckerlésung. 


Tabelle VI. 


Glycerinauszug des Blutes der Hiihner. 





Konzentration der Zuckerlisung 


2.50 0 5°, 10°), 
Wirkungsdauer ; 
Verbrauch Fehlingscher Lisung 


com eem ecm 

0 ae ; — 2.5 
_ ae ; ; 2 3 6 
7 os Se ee ee 7,8 8.8 12 
“ia gave ek See Oe abe 9 12 15 


Triibung und Flockenbildung. Maximalwirkung bei 10°,ig. Rohr- 
zuckerlésung nach 28 Tagen. 


Natiirlich wurden zum Vergleich Blindversuche mit den verschiedenen 
Rohrzuckerlésungen angestellt. Sie hatten stets negativen Ausgang. Aus 
den verschiedenen Tabellen ergibt sich klar, was sich aus den fortgesetzten 
Versuchen iiber die Einwirkung der Invertase auf den Rohrzucker folgern 
1aBt hinsichtlich der Zeit zwischen der einen und der anderen Probeentnahme 
und hinsichtlich des Verbrauches Fehlingscher Lésung fiir die verschiedenen 
Zuckerkonzentrationen nach gleichlanger Wirkungsdauer. Aus den Tabellen 
ergibt sich auch klar, was man bereits friiher tiber dieses Argument ver- 
6ffentlichte. 


Zusammenfassung. 


Es wurde bereits nachgewiesen, daB die im Glycerinextrakt der 
Keratoidschicht des Hiihnerkaumagenmuskels gefundene Amylase 
von der Schleimhaut, die zwischen der Keratoidschicht selbst und dem 


Kaumagenmuskel liegt, erzeugt wird, also eigenen Ursprung hat 
In den nun ausgefiihrten Versuchen wollten wir den Ursprung der im 
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Glycerinextrakt der Keratoidschicht gefundenen Invertase  fest- 
stellen. Es zeigte sich jedoch, daS in allen dem Versuch unter- 
worfenen Glycerinausziigen eine Invertase vorkommt (im Kau- 
magenmuskel, in der Schleimhaut des Magens, in der Keratoid- 
schicht, im Schenkel und in der Brust des Huhnes). Man kann 
mithin nicht bestimmen, ob sie einen eigenen Ursprung besitzt. Das 
Verhalten dieser Invertase bestatigt, was man bereits friiher be- 
obachtete, daB das Inversionsvermégen am gréBten ist, wenn bei 
konstanter Temperatur zwischen Zucker und Ferment ein Gleich- 
gewichtszustand erreicht wird, der sich nicht andern la4Bt, ohne 
die Intensitat des Prozesses herabzusetzen. 
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Beitrige zur Chemie der Haut. 
Von 
A. Loewy (Davos) und G. Cronheim (Berlin). 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 30. Oktober 1932.) 
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In einer Reihe von friiheren Arbeiten wurde festgestellt, daB die 
Haut von Tieren, die sich unter dem EinfluB des Héhenklimas befanden, 
auf Entziindungen und Infektionen anders reagierte als unter Normal- 
bedingungen. So hatten z. B. Loewy und Kadisch'! gefunden, daB sich 
bei der Infektion von Meerschweinchen mit Achorion gypseum der 
Verlauf der Krankheit mit zunehmender Hohe insofern andert, als sich 
die Inkubationszeit von 4 auf 8 bis 10 Tage verlangert, und die Infektion 
selbst weniger ausgebildet verliuft. Ferner konnten Laubender und 
Lipschitz® zeigen, daB weiBe Kaninchen nach 10 bis 20 tagigem Aufenthalt 


1 Kadisch u. Loewy, Arch. f. Dermatologie u. Syphilis 168, 149, 1931. 
2 Laubender u. Lipschitz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 168, 163, 
1930. 
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auf Muottas Muraigl (2500m i.M.) eine gegeniiber dem Tiefland 
abgeschwachte Senfélentziindungsreaktion der Haut aufwiesen. Wenn 
auch die Frage noch nicht geklart war, welche Faktoren des Héhen- 
klimas nun besonders fiir diese Erscheinungen maBgebend waren, 
so lag es doch sehr nahe, hierfiir nicht nur rein physikalische Ursachen 
anzunehmen, sondern in weitem Mae auch chemische Veranderungen, 
die bei diesen Versuchsbedingungen in der Haut vor sich gehen muBten. 
Es sollte darum untersucht werden, wie weit sich chemische Ver- 
anderungen in der Haut unter der Wirkung der wesentlichsten Faktoren 
des Héhenklimas, nimlich Sauerstoffmangel und Bestrahlung, nach- 
weisen lieBen. Zu diesem Zweck wurde bei einer gréBeren Zahl von 
Tieren, Meerschweinchen und bunten Ratten, die Haut untersucht, 
und zwar sowohl auf Fett und die verschiedenen Eiweifstoffe, wie auch 
auf Mineralbestandteile, von denen man aus den Untersuchungen 
von Loewy und Pincussen! weib, daB ihre Menge in fast allen Organen 
durch Luftverdiinnung und Strahlung mehr oder weniger verandert 
wird. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen im folgenden mit- 
geteilt und besprochen werden. 


Versuchsbedingungen und Methodik. 


Zu den Untersuchungen wurden, wie schon erwaihnt, Meerschweinchen 
und Ratten genommen. Nach Beendigung des Versuchs wurden die Tiere 
in den meisten Fallen durch Genickschlag getétet, und dann ein gréBeres 
Stiick der rasierten Riickenhaut herausgeschnitten. Bei einigen Meer- 
schweinchen wurde ein Stiick Haut operativ herausgenommen. Die Haut 
wurde auf der Innenseite sorgfaltig von allen noch anhaftenden Muskel- 
und Gewebeteilen befreit, bis tiberall die sehnig glanzende Cutis frei lag. 
Dieses Abpriparieren wurde méglichst schnell durchgefiihrt, um Wasser- 
verluste durch Verdunsten auf ein Minimum zu beschrinken. Von der so 
vorbereiteten Haut wurde ein kleiner Teil zerschnitten zur Bestimmung 
des Wassergehaltes, ein zweiter Teil feucht zur Bestimmung des Gesamt-N 
und ein weiterer Teil zur Bestimmung des Rest-N verwandt. Die Ent- 
eiweiBung wurde mit Trichloressigsiure nach den Angaben von Urbach 
und Sicher® vorgenommen. Zur Bestimmung des Fettes, cenauer gesagt. 
der atherléslichen Bestandteile, wurde die Haut bis zur Konstanz getrocknet. 
dann mit der Schere in sehr kleine Stiickchen zerschnitten und in einem 
Mikro-Sozhlet-Apparat bis zur Konstanz mit Ather extrahiert. Gegen 
diese Methode ]aBt sich vielleicht einwenden, daB die Extraktion nicht 
vollstandig ist, weil in den Stiickchen noch Fettmengen eingeschlossen 
sein kénnten, an die der Ather nicht herankommt. Wie weit diese Ver- 
mutung zutrifft, konnten wir nicht feststellen, da uns keine andere Méglich- 
keit zur Zerkleinerung der Haut zur Verfiigung stand, und das war auch der 
Grund, weshalb wir die oben beschriebene Methode wahlten. SchlieBlich 


1 Pincussen, diese Zeitschr. 182, 359, 1927; Loewy u. Pincussen, ebenda 
212, 22, 1929. 
2 Urbach u. Sicher, Zeitschr. f. exper. Med. 76, 483, 1931. 
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wurde noch ein gréBeres Stick Haut zur Bestimmung der Mineralbestand- 
teile, fiir die Halogene gesondert nach Zusatz von Silbernitrat, mit Salpeter- 
siure und Perhydrol nach den Angaben von Pincussen und Cronheim! 
verascht und in der Aschenlésung der Gehalt an Natrium, Kalium, Calcium 
und Magnesium bestimmt. Alle Bestimmungen wurden als Doppelanalysen 
ausgefiihrt. 

Die Versuchsbedingungen bestanden in Verbringen der Tiere 
unter verminderten Luftdruck von etwa einer halben Atmosphire, 
entsprechend einer Héhe von etwa 5500 m, wahrend verschieden langer 
Zeit, oder Bestrahlen mit einem Hanauer Quarzbrenner in etwa 25 cm 
Entfernung (Ratten: 5 Bestrahlungsstunden im Laufe von 3 Tagen: 
Meerschweinchen: 9!/, Stunden in 5 Tagen). Weitere Versuche waren: 
Halten der Tiere in einem vollkommen dunkeln Raum und schlieBlich 
Behandlung mit Vigantol. Da8B Vigantolbehandlung tiberhaupt einen 
EinfluB auf den Mineralstoffwechsel hat, zeigen unter anderem Versuche 
von Loewy und Griininger®, die fanden, daB der Kalium- und Calcium- 
gehalt der Leber und Lungen normaler Meerschweinchen nach Vigantol- 
zufuhr gesteigert ist. Die. Versuchszeiten schwankten sowohl fiir die 
verschiedenen Behandlungsarten wie auch bei den einzelnen Tieren 
innerhalb derselben Anordnung. Im einzelnen geht dies aus den ver- 
schiedenen Tabellen hervor. 


Versuchsergebnisse. 
1. Wassergeha!t. 


Der Wassergehalt der Haut schwankt zwar innerhalb ziemlich 
weiter Grenzen (Ratten: min. 58,0, max. 68,8 °°; Meerschweinchen: 
min. 60,6 %, max. 72,7°%). Eine GesetzmaBigkeit dieser Schwankungen 
laBt sich jedoch nicht mit Sicherheit herausfinden, wie auch schon von 
friiheren Autoren beobachtet worden ist. Es ist allerdings auch fraglich, 
wie weit eine Anderung im Wassergehalt sich schon bei unseren ver- 
haltnismaBig kurzen Versuchsdauern bemerkbar machen  konnte. 
Stern? hat bei Ernahrungsversuchen mit Meerschweinchen, die sich 
iiber 3 bis 3'/, Monate erstreckten, eine deutliche Verschiebung des 
Wassergehalts bei einer gréBeren Zahl von Tieren beobachten kénnen, 
wahrend nach Versuchen von 3 Wochen Dauer nur uneinheitliche 
Differenzen auftraten. 

2. Fett. 

In der Einleitung war schon gesagt worden, daB die Bezeichnung 
Fett nicht ganz korrekt ist, daB man vielmehr richtiger von ather- 
léslichen Bestandteilen sprechen miiBte. Da die Angabe ,,Fett*’ aber 


1 Pincussen u. Cronheim, diese Zeitschr. 171, 7, 1926. 
2 A. Loewy u. W. Griininger, Zeitschr. f. Tuberkulose 61, 317, 1931, 
3 Fr. Stern, Klin. Wochenschr. 11, 1453, 1932. 
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iiblich geworden ist, wollen wir sie im folgenden auch benutzen. Auch 
die EKinwinde, die sich gegen die Bestimmung selbst machen lassen, 
sind schon erwahnt worden. Die Resultate sind hier ebensowenig 
durchsichtig wie beim Wassergehalt, weil auch hier die Schwankungen 
bei den einzelnen Tieren auBerordentlich stark sind. Bei den Ratten, 
die an sich mehr Fett in der Haut haben als Meerschweinchen, kénnte 
man eine kleine Abnahme der Fettmengen durch die Luftverdiinnung 
feststellen, doch kann dies ebensogut durch mangelhafte Nahrungs- 
aufnahme in dieser Zeit bedingt sein. Auch Beziehungen zwischen 
Fett und Kérpergewicht geben keine weiteren Aufschliisse. 


3. Gesamt-N und Rest-N. 


Im Gehalt der Haut an Stickstoff treten ebenfalls verhaltnismaBig 
groBe Schwankungen auf, und zwar auch dann, wenn man die Stick- 
stoffmenge auf fettfreie Trockensubstanz berechnet. Dies ist insofern 
zu beachten, als es entweder auf recht verschiedenen Gehalt an stickstoff- 
reichen EiweiBstoffen hinweist, die nicht regelmaiBig vorhanden sind, 
oder einen stark wechselnden Gehalt an stickstofffreien Substanzen 
anzeigt. DaB auch die erste Annahme manchmal zutrifft, zeigen Ver- 
suche, bei denen ein hoher Gesamt-N-Gehalt bei niedrigem Rest-N, 
alles bezogen auf fettfreie Trockensubstanz, gefunden wurde, z. B. 18,1 % 
Gesamt-N, davon 2,37°%%, Rest-N bei einer Normalratte gegen durch- 
schnittlich 15,6% zu 2,78%. Im iibrigen ist aber bei dem Rest-N, 
zum mindesten dem Gesamt-Rest-N, bei den Meerschweinchen noch 
keine Verschiebung, weder durch Luftverdiinnung noch durch Be- 
strahlung, festzustellen. Bei Bestrahlung hatte auch Kaplansky' erst 
nach 6 Stunden eine leichte Erhéhung des Rest-N gefunden, d. h. also 
nach einer Zeit, die héher war als die bei unseren Versuchen. (/rbach 
und Sicher (1. c.) nehmen sogar an, daB auch noch die von Kaplansky 
gefundenen Erhéhungen des Rest-N in die physiologische Schwankungs- 
breite fallen. 

Bei dieser Gelegenheit mége auch noch einmal auf die Frage 
der Schwankungen der verschiedenen Bestandteile der Haut eingegangen 
werden. Urbach und Sicher konnten zeigen, daB die Schwankungen 
im Rest-N der Haut von gesunden Menschen von 63 bis 84 mg-°% gehen, 
wahrend dieselben Zahlen fiir die Kaninchenhaut 66 und 138 mg-°% 
betragen. Unsere Zahlen, die allerdings nicht von ebensoviel Bestim- 
mungen wie bei Urbach und Sicher stammen, ergeben fiir Meerschweinchen 
eine Streuung von 123 bis 227 mg-% = 185°, Schwankung und 
fiir Ratten eine solche von 85,9 bis 141 mg-% 164% Schwankung. 
Wie man sieht, ist auBer den Absolutwerten auch die Schwankungsbreite 


1 Keplansky, Zeitschr. f. exper. Med. 69, 750, 1930. 
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fir die verschiedenen ‘ierarten sehr verschieden. Das ist zu beriick- 
sichtigen, wenn man Angaben iiber irgendwelche Untersuchungen mit 
verschiedenen Tieren vergleichen will. Uber die Schwankungen im 
Mineralgehalt bei verschiedenen Tierarten soll spiter noch gesprochen 
werden. 

Was uns bei unseren Versuchen besonders interessierte, war fest- 
zustellen, ob sich der Rest-N in der Haut unter dem Einflup der Lujt- 
verdiinnung anderte. Dies scheint bei den Meerschweinchen nicht der 
Fall zu sein. Bei den Ratten dagegen, wo auch ein gréBeres Zahlen- 
material vorliegt (sechs normale und sieben verdiinnte Tiere) kann 
man wohl eine Steigerung des Rest-N annehmen. Zur Klarstellung 
sind deshalb in Tabelle I fiir die Ratten noch einmal die Mittel-, 
Maximal- und Minimalwerte zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Rest-N-Gehalt 
der Rattenhaut in °/, des Gesamt-N 


Maximalwert ~Minimalwert Mittelwert 
va 3,65 2,04 2,71 
Luftverdiinnte Tiere. ....... 6,10 1,99 3,44 
ee ee eee 4,33 2,20 3,68 


Eine derartige Steigerung des Rest-N war in der Leber schon friither 
vielfach festgestellt worden (Laubender, Loewy u.a.), so daB diese 


Tatsache im Einklang mit bisherigen Ergebnissen iiber den EinfluB 
der Luftverdiinnung steht. 


4. Mineralbestandteile. 


Den Hauptteil unserer Untersuchungen machte die Bestimmung 
der verschiedenen Mineralbestandteile der Haut aus. Vorausgehend 
méchten wir bemerken, daB wir von Anionen nur die Halogene, im 
folgenden immer als Chlor bezeichnet und berechnet, bestimmt haben. 
Dies ist deshalb zulissig, weil die Menge der iibrigen Halogene im Ver- 
haltnis zum Chlor verschwindend gering ist. Die iibrigen anorganischen 
Anionen, naimlich SO, und PO,, sind von uns nicht bestimmt worden. 
Einmal ist ihre Menge in der Haut ebenfalls sehr gering und gegeniiber 
dem Chlor nur von untergeordneter Bedeutung, andererseits ist aber 
eine einwandfreie Trennung von organisch gebundenem Schwefel 
bzw. Phosphor kaum durchfiihrbar, besonders wenn man die schwierige 
Zerkleinerungsméglichkeit neben den ziemlich schnell verlaufenden 
autolytischen Prozessen beriicksichtigt [vgl. dazu Urbach und Sicher 
(l. ec.) fiir die Haut und Loewy und Leibowitz! fiir die Leber}. 


1 A. Loewy u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 192, 67, 1928. 
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a) Chlor. Nach vielfachen Untersuchungen spielt die Haut 
eine auBerordentlich wichtige Rolle im Chlorhaushalt und zwar be 
sonders als Depot fiir Chloride. Es ist nur zu beriicksichtigen, dai 
infolge der relativ schlechten Durchblutung der Haut sich Anderungen 
im Chlor- wie iiberhaupt im Mineralgehalt im allgemeinen erst in langer- 
dauernden Versuchen bemerkbar machen. Ferner muB —- und das ist 
ganz besonders wichtig beim Vergleich der von verschiedenen Unter- 
suchern gefundenen Chlorwerte — die Tatsache betont werden 
daB8 es durchaus nicht gleichgiltig ist, ob man die Haut mit dem 
daran haftenden Bindegewebe untersucht oder nicht. So konnte 
z. B. Urbach zeigen, daB die Subcutis gegeniiber der Cutis verhiltnis- 
maBig chlorarm ist. 

Bei den Ratten zeigten sich verschiedenartige Verschiebungen im 
Chlorgehalt unter den verschiedenen Versuchsbedingungen. Am klarsten 
ist die Wirkung der Luftverdiinnung, die deutlich zu einer Erhdhung 
des Chlorgehalts fihrt. Auch hier sind die auf fettfreie Trocken- 
substanz berechneten Werte noch einmal in der Tabelle Il zusammen- 





gestellt. 
Tabelle II. 
I 100 g fettfreie Trockenhaut von Ratten 
enthalten mg Chlor: 
Maximalw ert “Minimalwert Mittel wert 
I ee et chee a lhe, 1441 633 855 
Luftverdiinnte Tiere. ....... 1750 652 1187 
Vigantoltiere . . . eres See 1199 839 1033 
Boswamite Tiefe . . 2 0 ew ww 586 595 545 
ge es ae ee 495 413 454 
(431) (360) (395) 


* Anmerkung: Hier wie auch in allen folgenden Rattentabellen sind die Werte fiir dic 
beiden Dunkeltiere so ermittelt worden, dafi der Fettgehalt, der nur bei einem Tier bestimmt 
worden war, den Berechnungen bei beiden Tieren zugrunde gelegt wurde. Um zu zeigen, dal 
die Werte bei diesen beiden Tieren im allgemeinen ganz gut iibereinstimmen und diese Be 
rechnungsweise daher keinen grofen Fehler enthalt, sind die jedesmal fiir sich bestimmten 
auf fetthaltige Trockensubstanz bezogenen Werte in Klammern darunter gesetzt. 


Wenn auch die Maximal- und Minimalwerte fiir die in  Luft- 
verdiinnung gehaltenen, im folgendem kurz ,,luftverdiinnt‘ genannten 
Tiere ungefahr den der Normaltiere gleich sind, so darf man unter 
Beriicksichtigung der gréBeren Versuchszahlen (je sechs Tiere) den 
Befund eines durch Luftverdiinnung erhéhten Chlorgehaltes als reel! 
ansehen. Ebenso liegt es bei den Vigantoltieren, von denen vier unter- 
sucht wurden, wahrend Bestrahlungs- und Dunkeltiere nur je zwei 
bestimmt wurden. Aber auch bei letzteren kann man wohl von 
ciner Wirkung der Behandlung sprechen, da alle gefundenen Werte 
niedriger als die Minimalwerte der Normaltiere liegen. Man hat es 
danach also ziemlich sicher mit einer Erniedrigung des Chlorgehalts 
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der Haut, sowohl durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht wie auch 
durch langeres Halten der Tiere im Dunkeln zu tun. 

Bei den Meerschweinchen, deren Zahlen in Tabelle I1] zusammen 
gestellt sind, liegen die Verhaltnisse nicht so klar. 


Tabelle 111. 





100 g fettfreie Trockenhaut 
von Meerschweinchen enthalten mg Chioi 


Maximal wert Minimal wert Mittelwert 


Normaltiere .... ei netmabis. 4 1817 570 1019 
Luftverdiinnte Tiere. . .. . . ; 889 552 725 
VigpmtoiGeve . 0. 1. iw tt tt 777 959 S6S 
Beetwemite Time .... «sc 408 337 372 
oe : 643 514 579 


Sicher scheint hier ebenso wie bei den Ratten nur die Abnahimn« 
des Chlors sowohl durch Bestrahlung wie auch durch Dunkelheit zu sein, 
obwohl in allen Fallen immer nur zwei oder drei Tiere untersucht 
wurden. Wie weit auch die Luftverdiinnung einen EinfluB auf den 
Chlorgehalt hat, laBt sich aus diesen wenigen Zahlen nicht feststellen, 
besonders da unter den drei Normalwerten ein abnorm hoher von 
1817 mg-%, Chlor ist. Bei zwei Hungertieren, von denen eins auch noch 
in Luftverdiinnung war, ist keine Anderung gegeniiber der Norm fest- 
zustellen. 

b) Kalium. Uber den Kaliumgehalt besitzen wir Zahlen von zwei 
groBeren Versuchsreihen, die zu verschiedener Zeit (Sommer 1931 
und Sommer 1932) von zwei verschiedenen Untersuchern in Davos 
ermittelt wurden!. Bei den Ratten sind die Absolutwerte etwas ver- 
schieden, doch sind die Differenzen nicht so erheblich, als daB man sie 
nicht durch die verschiedenen Zeiten, an denen die Untersuchungen 
vorgenommen wurden, erklaren kénnte. Hat doch Stern (Il. c.) in einer 
kiirzlich erschienenen Arbeit nachweisen kénnen, daB der Kalium- 
und auch Calciumgehalt der Haut von Meerschweinchen jahreszeitlichen 
Schwankungen unterworfen ist, die bestimmt durch das verschieden- 
artige Futter, vielleicht auch durch schwankende Funktionen der 
Driisen mit innerer Sekretion verursacht sind. 

Wichtiger als die Absolutwerte sind fiir unsere Betrachtungen 
die durch die verschiedenartige Behandlung bedingten Anderungen 
im Kaliwmgehalt. Da ist zunachst festzustellen, daB eine Verschiebung 
im Sinne einer Erhéhung des Kaliumspiegels bei den Ratten durch 
Verdiinnung erst bei langerer Versuchsdauer eintritt. Dies stimmt ja 


1 Alle auf den Haupttabellen mit Al, Bl, C 1, bezeichneten Be- 
stimmungen sind von Herrn Dr. Steinitz, Breslau, ausgefiihrt worden 
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auch mit der schon erwaihnten Tatsache iiberein, daB sich die Anderungen 
im Mineralgehalt der Haut erst in langeren Zeitraumen bemerkba: 
machen. Ebenso wie die Luftverdiinnung scheint die Behandlung mit 
Vigantol zu wirken, wo ebenfalls eine Erhéhung des Kaliums zu ver- 
zeichnen ist. Die Werte sind noch einmal in Tabelle lV zusammen- 
gestellt, diesmal allerdings getrennt fiir die beiden Versuchsserien, 


Tabelle IV. 





100 g fettfreie Trockenhaut von Ratten 


enthalten mg Kalium P 
Zahl der Tier 





Maximal wert Minimalwert Mittelwert 
Normaltiere ..... 446 371 398 3 
‘ a eke 294 202 248 2 
Luftverdiinnte Tiere . 716 405 486 5 
‘ " 277 176 226 2 
Vigantoltiere . Lae 599 459 521 4 
Bestrahlte Tiere .. . 173 167 170 2 
Dunkeltiere*..... 291 296 293 2 

(258) (253) (256) 


* Vgl. Anmerkung 8S. 416. 


Zu dieser Tabelle ist noch zu sagen, daB die untereinanderstehenden 
Zahlen jeweils einer Versuchsserie angehéren, ferner, daB die in det 
zweiten Reihe bei luftverdiinnten Tieren angegebenen Werte sich aut 
die kiirzere Luftverdiinnungszeit beziehen. 

Keinen EinfluB hat das Halten der Tiere im Dunkeln, wahrend di: 
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht bei den beiden untersuchten 
Tieren sehr niedrige, auch sehr gut iibereinstimmende Werte ergeben 
hatte. Da beide Werte niedriger als alle sonst gefundenen sind und auch 
untereinander gut iibereinstimmen, glauben wir, daB hier kein Zufall 
sondern wirklich ein EinfluB der Bestrahlung vorliegt. 

Bei dieser Gelegenheit méchten wir auch noch einmal auf die Frag 
der physiologischen Schwankungsbreite eingehen. Es war frihe: 
schon gesagt worden, daB die Schwankungsbreite sowohl fiir Stickstof! 
wie auch fiir Mineralgehalte bei den verschiedenen Tierarten ganz ver 
schiedene GréBen hat. Von Brown! stammt eine Zusammenstellung 
der Grenz- und Mittelwerte des Kalium-, Calcium-, Natrium- und 
Magnesiumgehalts der Haut von Menschen, Hunden und Kaninchen 
auf Grund von je zehn Analysen. Zu diesen Untersuchungen ist zu 
sagen, daB alle Bestimmungen an der fetthaltigen Trockensubstanz 
gemacht sind, so daB8 durch den wechselnden Fettgehalt der Haut 
die Schwankungen unter Umstainden gréBer erscheinen, als sie i 


1 H. Brown, J. of biol. Chem. 68, 729, 1926. 
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i Wirklichkeit, auf fettfreie Trockensubstanz berechnet, sind. Eines geht 
val aber aus diesen Untersuchungen deutlich hervor, namlich, daB die 
nit Schwankungsbreite fiir die verschiedenen Tierarten sehr verschieden 
oa groB ist, daB aber auch die Anderungen von einer Tierart zur anderen 
_- fiir die verschiedenen Ionen ganz ungleichmaBig verlaufen. Von Nathan 
ne und Stern! konnte gezeigt werden, daB bei Meerschweinchen unter gleich- 


maBigen Ernahrungsbedingungen die Schwankungen sehr viel geringer 
sind als bei Kaninchen. Auf Grund unserer Untersuchungen méchten 
wir sagen, daB noch konstanter als bei den Meerschweinchen die Mineral- 
ier bestandteile in der Haut von Ratten sind. Zu dieser Annahme kommen 
wir nicht nur aus der Zahl der untersuchten Normaltiere, sondern auch 
auf Grund der durch die Versuche geanderten Bedingungen. Wenn 
auch mehrfach nicht mehr als je zwei Tiere untersucht wurden, so 
glauben wir doch, daB die fast immer beobachtete gute Ubereinstimmung 
dieser Wertepaare nicht zufallig ist, sondern daB gerade in der Haufung 
der CUbereinstimmung sich die verhaltnismaBig gute Konstanz des 
Mineralgehalts der Rattenhaut zeigt. 

Bei den Meerschwesnchen ist der Kaliumgehalt etwas schwankender. 
Vor allem macht sich da der Unterschied in den beiden schon friiher 
erwahnten Versuchsserien sehr viel starker bemerkbar. Aber noch 





len 
der ein anderer Umstand verdient besondere Erwahnung. Es ist namlich 
aut dreimal vorgekommen, da sich in der untersuchten Haut kein Kalium 
nachweisen lieB; d. h. natirlich nicht, daB iiberhaupt kein Kalium 

vorhanden war, sondern nur, daB seine Menge auBerordentlich gering 
me war. In dem einen Fall, naimlich bei dem luftverdiinnten Tier Nr. 6 
“te wurden zur Kaliumbestimmung je etwa 40 mg Trockenhaut genommen, 

r waihrend diese Menge bei den beiden Dunkeltieren Nr. 12 und 13 je 
ry etwa 72mg betrug. Beriicksichtigt man weiter, daB sich 0,03 mg 
Kalium noch ganz gut quantitativ bestimmen lassen, so folgt daraus, 

daB der Kaliumgehalt bei Tier Nr. 6 wesentlich kleiner als 75 mg-°, | 

ag sein muB, wahrend er bei Tier Nr. 12 und 13 sogar noch betrachtlich 
het unter 40 mg-°, liegen muB. Wie dieser Befund zu erklaren ist, vermégen 
off wir nicht zu sagen. Auffallend daran ist nur, daB er bei den beiden | 
yer Tieren, die langere Zeit im Dunkeln gehalten wurden, gemacht wurde. | 
ung Im ibrigen zeigen die Kaliumwerte bei den Meerschweinchen (vgl. dazu | 
und Tabelle V) andere Verschiebungen als bei den Ratten. Als sicher méchten 
hen wir auBer dem Befund an den beiden Dunkeltieren bei den Meerschwein | 
su chen nur noch die Vermehrung des Kaliums durch Bestrahlung ansehen, 
anz die unserer Meinung nach einwandfrei ist. Bei Luftverdiinnung sind die 
aut Zahlen zu widersprechend, als daB sich da irgendetwas sicher aussagen 

u lieBe. 


1 Nathan u. Stern, Dermat. Zeitschr. 60, 799, 1931. 
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Tabelle V. 





100 g fettfreie Trockenhaut 
von Meerschweinchen enthalten mg Kalium || , ie 
Zahl der Tiers 


Maximaliwert Minimal wert Mittelwert 
Normaltiere ..... 244 215 230 2 
. SU pear ae 598 1 
Luftverdinnte Tiere. 230 Spur 2 
” - , 1010 720 865 2 
Vigantoltiere. . . . . 504 442 473 2 
Bestrahlte Tiere. : 579 379 479 2 
Dunkeltiere ..... Spuren 2 


c) Neben dem Kalium ist das am haufigsten untersuchte Kation 
das Calcium. Die von uns gefundenen Calciumwerte liegen bei den 
Ratten in der einen Versuchsreihe mit einer Ausnahme eines hoch- 
trichtigen Tieres alle in derselben GréBenordnung von 40 bis 45 mg-°,, 
unabhangig von der Behandlung. Das eine trichtige Tier fallt mit einem 
Wert von 142 mg-°, véllig heraus, aber nicht nur mit dem Calciumwert 
sondern auch mit allen anderen, so daB wir es bei unseren Betrachtungen 
zunachst unberiicksichtigt lassen. In der zweiten Versuchsreihe gibt 
es ebenfalls einen ganz abnormen Wert den wir im folgenden fortlassen 
wollen. 

Im iibrigen scheint sich dort, abgesehen von der absoluten Héhe 
und starkerer Streuung infolge der sehr viel langer dauernden Luftver- 
diinnungszeit, ein EinfluB8 derselben im Sinne einer Verminderung 
des Calciumgehaltes bemerkbar zu machen. Und noch ausgepragter 
ist diese Verminderung bei den Vigantol-Tieren. Die Zahlen, diesmal 
allerdings nur fiir die zweite Versuchsreihe, sind in Tabelle VI vereinigt. 
Aus der Tabelle geht deutlich die schon erwihnte Verminderung des 
Calciumgehaltes bei den Ratten durch Luftverdiinnung und, in noch 
stirkerem MaBe, durch Behandlung mit Vigantol hervor. 


Tabelle VI. 





100 g fettfreie Trockenhaut von Ratten 
enthalten mg Calcium 





—— winds Zahl der Tiere 
Maximal wert Minimal wert Mittelwert 
Normaltiere . . . . . | 86,6 63,7 75,2 2 
Luftverdiinnte Tiere . 86.7 16,0 50,3 5 
Vigautoltiere. .. .. 46,4 28,6 31,0 4 


Bei den Meerschweinchen liegen die Verhaltnisse wieder anders. 
Die erste Versuchsreihe hatte hier keine so klaren Resultate ergebe) 
wie die zweite, so daB in Tabelle VII wieder die Zahlen fiir beide Reihe: 


angegeben sind. 
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Tabelle VII. 





100 g fettfreie Trockenhaut 
von Meerschweinchen enthalten mg Calcium i 
Zahl der Tiere 


Maximal wert Minimal wert Mittelwert 
Normaltiere . .... 100 100 100 2 
” 5 ete se + 31,8 1 
Luftverdiinnte Tiere. 478 61,1 2 
‘s i : 63,5 32,2 47,8 ) 
Vigantoltiere. . . . . 49.0 40,5 44.8 2 
Bestrahlte Tiere . . . 99,5 93.5 96.3 2 
Dunkeltiere ..... 117 101 109 2 


Sicher geht aus diesen Zahlen nur hervor, daB Bestrahlung oder 
Dunkelheit so gut wie gar keinen EinfluB auf den Calciumgehalt haben. 
Wie die Verhaltnisse bei Luftverdiinnung und Vigantolbehandlung 
liegen, 1iBt sich nicht angeben. In der einen Versuchsreihe ist nur ein 
Normaltier untersucht. In der anderen Versuchsreihe, wo die Luft- 
verdiinnungszeiten nicht so lang waren, fallt das eine Tier mit einem Wert 
von 478 mg-%, vollkommen heraus. Es ist dies das schon erwahnte 
Tier Nr. 6 mit in jeder Beziehung abnormen Werten (z. B. nur Spuren 
von Kalium). Das zweite in dieser Reihe untersuchte luftverdiinnte 
Tier zeigt eine erhebliche Calcitumabnahme gegeniiber der Norm, ebenso 
wie ein Hungertier mit 33,2 mg-°% und ein verdiinntes Hungertier 
mit 49,] mg-% (vgl. Haupttabelle). 


d) In der Literatur wird nun immer der Quotient Kalium : Calcium 
angegeben, weil man annimmt, daB eine Verschiebung dieses Quotienten 
fiir lebenswichtige Funktionen von Bedeutung ist. Wir haben deshalb 
auch diese Werte ausgerechnet. Es ergibt sich da zunachst, daB bei 
unseren Versuchen das Verhaltnis Kalium : Calcium fiir die einzelnen 
Gruppen keineswegs konstant ist. Interessant und wichtig ist die Tat- 
sache, daB fiir die Normalratten bei beiden Versuchsreihen fiir den 
Quotienten Kalium : Calcium ungefahr im Mittel derselbe Wert heraus- 
kommt, obgleich die Absolutwerte zum Teil ziemlich stark differieren. 
Aus allen Versuchen an Normaltieren ergibt sich im Mittel Kaliwm 
: Calcium = 6,17. Dem steht gegeniiber in der einen Versuchsreihe 
bei den luftverdiinnten Tieren 4,18 und in der anderen Versuchsreihe 
mit den langen Luftverdiinnungszeiten der Wert 13,4. Die Vigantol- 
Tiere zeigen mit 15,4 den héchsten Wert, wahrend die bestrahlten 
Tiere mit 4,00 den niedrigsten und die Dunkeltiere mit 8,54 ein um ein 
geringes erhoéhtes Verhaltnis Kalium : Calcium aufweisen. 

Bei den Meerschweinchen liegen die Verhaltnisse wesentlich anders, 
schon dadurch, daB sich in drei Fallen der Quotient Kalium : Calcium 
nicht angeben laBt, da das Kalium infolge seiner geringen Menge nicht 


bestimmt werden konnte (und zwar einmal unter Luftverdiinnung 
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und zweimal bei den Dunkeltieren). Davon abgesehen ergeben aber 
auch die Zahlen fiir die beiden Versuchsserien véllig verschieden: 
Werte. Bei der ersten liegen die Mittelwerte fiir die beiden Normaltier: 
bei 2,30, waihrend das Normaltier aus der zweiten Versuchsserie den 
Wert 18,8 aufweist, bedingt durch héheren Kalium- und_niedrigeren 
Calciumgehalt. Genau die gleichen gr6BenordnungsmaBigen Verschieden- 
heiten treten dann auch in den anderen Versuchen auf. Es betragen 
die Werte fiir die luftverdiinnten Tiere in der einen Versuchsreihe 3,52 
(einschlieBlich des luftverdiinnten Hungertieres), wahrend das dritt« 
Tier dieser Reihe nur Spuren von Kalium enthielt, gegen 19,1 im Mitte! 
der beiden Tiere der anderen Reihe und schlieBlich 5,32 der bestrahlten 
Tiere. Die Dunkeltiere hatten nur Spuren von Kalium. 


Wir haben es also bei diesen beiden Versuchsreihen mit ganz 
wesentlichen Unterschieden zu tun. Auch von anderen wurden schon 
aihnliche Verschiedenheiten unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
im Verhaltnis Kalium : Calcium gefunden. So hat Stern (1. c.) bei de: 
Untersuchung des Einflusses der Nahrung auf den Mineralgehalt dei 
Haut von Meerschweinchen an 15 Tieren bei der Sommerkost als 
Mittelwert dieses Verhaltnisses 14,85 und bei denselben Tieren im 
Winter 8,64 gefunden. Die Extremwerte bei diesen Versuchen be- 
tragen 28,1 und 6,31, das sind also Schwankungen im Verhaltnis von 
£ fp 8 

Was bei unseren beiden Versuchsreihen die Ursache der Ver- 
schiedenheit auch unter scheinbar gleichen Versuchsbedingungen ist 
lieB sich nachtraglich nicht mehr mit Sicherheit feststellen. Méglicher- 
weise ist auch bei uns die Ursache in verschiedener Ernahrung der ‘Tiere 
zu suchen. Diejenigen Tiere namlich, die die hohen Werte von 
Kalium : Calcium aufweisen, waren vorwiegend mit frischem Gras 
gefiittert worden, wihrend die anderen Tiere, die ein Jahr spater unte1 
sucht worden waren, Kohl und Brot bekommen hatten. Im ganzen 
méchten wir auf Grund all dieser Tatsachen zu der Anschauung neigen, 
daB man in der Haut auf das Verhaltnis Kalium: Calcium nicht ga 
zu groBen Wert legen soll. Uns scheint beinahe wichtiger der Quotient 
Natrium : Magnesium, wie wir das spaiter an Hand der gefundenen 
Zahlen erlautern werden. Zunachst wollen wir jedoch auf die Einzel- 


werte eingehen. 


e) Natrium. Der Natriumgehalt bei den Ratten schwankt -~ ab 
gesehen von den Verdiinnungsversuchen — in den verschiedene: 
Versuchen nur verhaltnismaBig wenig. Das Nahere dariiber enthalt 
Tabelle VIII. Die Werte sind jedesmal bei je zwei Tieren gefunden 
Sicher ist danach eine Steigerung des Natriums durch Luftverdiinnuny 
wahrscheinlich auch durch Bestrahlung, waihrend Dunkelheit de: 








N: 
au 


Ni 


No 
Lu 
Be 
Du 


fil 
zel 
au. 


No 
Lut 
Bes 
Dur 
Hut 


Tie 
die 

Als 
vere 
gek 
geh 
den 
auc 


Mag 
LeSE 
imn 
Mar 
Fall 








aber 
dene 
tiers 
den 
reren 
den- 
agen 
3,52 
lritte 
litte! 
hiten 


ganz 
chon 
ngen 
i der 

dei 
b als 


2 im 


| ist, 
cher- 
liere 
von 
Gras 
nter 
nzen 
igen, 

gal 
tient 
enen 
nzel- 


ab 
enen 
thalt 
iden 
Und) 


det 





Chemie der Haut. 42% 


Natriumgehalt zu verringern scheint. Hervorzuheben ist auch noch die 
auBer bei den luftverdiinnten Tieren beobachtete Gleichmapigkeit des 
Natriumgehaltes. 

Tabelle V1ILI. 





100 g fettfreie Rattenhaut enthalten 
mg Natrium 


Maximal wert Minimal wert Mittel wert 
Normaltiere ...... ; 247 212 230 
Luftverdiinnte Tiere. ....... 1099 447 769 
Bestrahite Tiere .. 2... ..5. 308 304 306 
Denkeliere® . . . 1. 2. 2a , 168 185 187 
(164) (161) (163) 


* Vgl. Anmerkung S. 416. 


Bei den Meerschweinchen, bei denen ebenso wie bei den Ratten 
fur Natrium und Magnesium nur noch eine Versuchsserie vorliegt, 
zeigt sich ebenfalls eine recht groBe GleichmaBigkeit der Natriumwerte 
auBer bei der Verdiinnung. 


Tabelle IX. 





100 g fettfreie Meerschweinchenhaut 
enthalten mg Natrinm 


Maximalwert Minimal wert Mittel wert 
Normaltiere ...... bf ins 411 352 382 
Luftverdiinnte Tiere ....... 1635 428 1031 
Bestrahite Tiere ......... 297 250 274 
ne. . . se ok so 476 422 474 
Hungertiere, eins mit, eins ohne Luft- 
I eg wage er oe A 267 252 260 


Auch hier findet sich wie bei den Ratten nur bei den luftverdiinnten 
Tieren eine betrachtliche Schwankung, sonst stimmen die Zahlen fiir 
die verschiedenen Versuche untereinander immer sehr gut iiberein. 
Als Ergebnis zeigt sich dann eine Steigerung des Natriums bei Lujt- 
rerdiinnung, wie wir das auch bei den Ratten gefunden hatten. Um- 
gekehrt wie bei den Ratten wirkt Belichtung. Bei den im Dunkel 
gehaltenen Meerschweinchen finden wir eine Erhéhung, dagegen bei 
den bestrahlten eine Erniedrigung der Werte. SchlieBlich fanden wir 
auch bei den Hungermeerschweinchen eine Verminderung des Natriums. 


f) Magnesium. Als letztes Kation haben wir schlieBlich noch das 
Magnesium bestimmt. Auch hierfiir gilt, was schon fiir das Natrium 
gesagt wurde, daB naimlich die Werte auBer bei den verdiinnten Tieren 
immer recht gut iibereinstimmen. Das zeigt fiir die Ratten Tabelle X. 
Man sieht daraus, daB der Magnesiumgehalt in allen untersuchten 
Fallen gegeniiber der Norm zugenommen hat. 


| 
: 
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Tabelle X. 





100 g fettfreie Rattenhaut enthalten 
mg Magnesium 


Maximal wert Minimalwert Mittel wert 
NII i Fi EA ews! er ec se ws 27,5 20.3 23,9 
Luftverdiimnte Tiere. . ...... 46,7 18,8 32,8 
Bestrehite Tiere .....:...% 31,8 29,1 30,5 
Dunkeltiere* . ..... oe 35,9 33,9 34.9 
(31,3) (29,5) (30.4) 


* Vgl. Anmerkung 8. 416. 


Nicht ganz so einfach liegt es bei dem Magnesiumgeha!lt der Meer- 
schweinchenhaut. Es zeigt sich, daB die Magnesiummenge, die die Haut 
enthalt, starkeren Schwankungen unterworfen ist als bei den Ratten. 
Wir méchten deshalb als sicher zunachst nur die Verminderung bei den 
Hungertieren ansehen, wenn auch, wie im folgenden gezeigt werden 
soll, manches dafiir spricht, da8B auch zum mindesten der Befund bei 


den luftverdiinnten und Dunkeltieren als reell anzusehen ist, und zwar 


ergibt sich dies bei der Betrachtung des Verhaltnisses Natrium : Mag 
nesium. Bei den bestrahlten Tieren ergibt sich zvar im Mittel eine 
Abnahme des Magnesiums, doch méchten wir wegen der Verschiedenheit 
der Einzelwerte daraus keine weiteren Schliisse ziehen. 


Tabe lle pa 7. 





100 g fettfreie Meerschweinchenhaut 
enthalten mg Magnesium 


Maximalwert Minimalwert i* Mittelwert 
De 92 ke ee ee 54,5 30,3 42.4 
Luftverdinnte Tiere. . . ees 86,2 27.9 57,1 
Resieaiiite Tiere 2. 6 ce eee 45,8 12.3 29,0 
ee ee a ee 37,2 36,1 36,7 
Hungertiere, eins mit, eins ohne Luft- 
Eee are 13,1 98 11,5 


g) Es war schon friher erwahnt worden, daB nach unseren 
Untersuchungen der Quotient Natrium: Magnesium eine schr_ viel 
konstantere GréBe darstellt als der Quotient Kalium: Calcium, 
und daB deshalb Verschiebungen im Verhaltnis Natrium: Mag- 
nesium von gréBerer Bedeutung fiir den gesamten Mineralstoff- 
wechsel der Haut sind. Es sind deshalb in Tabelle XII und XIII 
die Quotienten Natrium : Magnesium fiir Ratten und Meerschweinchen 
zusammengestellt. 
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Tabelle XII. 





Verhaltnis Natrium : Magnesium 
in der Rattenhaut 


Maximal wert Minimalwert Mittelwert 
ae ES PS ERR 10.4 9.0 9,7 
. 0 10,7 
Luftverdiinnte Tiere. . . ee 23,8 23,4 23,6 
Bestrahlte Tiere . ...... , 10,5 9.5 10,0 
Dunkeltiere. . . pr ap a eara oe 5,55 5.15 5,35 


Vergleicht man diese Zahlen mit den direkt bestimmten, so fallt 
auf, wie konstant das Verhialtnis dieser beiden Ionen bei gleichen Ver- 
suchsbedingungen ist, wahrend die Absolutwerte zum Teil sehr stark 
schwanken, was man am besten aus den Tabellen VIII und X bzw. IX 
und XI entnehmen kann. In dieser Zusammenstellung macht sich nun 
auch ganz deutlich bemerkbar, welche Versuchsbedingungen einen 
EinfluB auf den Natrium-Magnesiumgehalt ausgeiibt haben, namlich 
Verdiinnung im Sinne einer Erhéhung des Verhaltnisses und Dunkelheit 
im Sinne einer Erniedrigung. Bestrahlung hat keinen EinfluB gehabt, 
wie dies speziell fiir das Verhaltnis Kalium : Calcium auch schon von 
anderen frither mehrfach festgestellt worden war. 

Bei den Meerschweinchen, fiir die die Zahlen in Tabelle XIII 
zusammengestellt sind, ergeben sich etwas andere Resultate. 


Tabelle NII. 





Verhaltnis Natrium : Magnesium 
in der Meerschweinchenhaut 


Maximal wert Minimal wert Mittel wert 
IR 8 08 3 8 Re gee ee) i quby 8.70 7,56 8,1: 
Luftverdiinnte Tiere. . ...... 18,9 15,4 17,15 
Bestrahlte Tiere. . . . .. i 20,5 6.5 13.5 
OS Eee ee eee 13,1 12,7 12.9 
Hungertiere, eins mit, eins ohne Luft- 
nS cass 2 of «6 ee 27,3 19,2 23,3 


Wie man sieht, zeigt sich hier in allen Fallen eine Steigerung des 
Verhaltnisses Natrium : Magnesium, wenn man die Mittelwerte betrachtet. 
Unsicher ist bei Betrachtung der Einzelwerte nur der Fall bei Be- 
strahlung, wo der eine Wert unter den Normalzahlen, der andere da- 
gegen betrachtlich dariiber liegt, so daB das Mittel erhéht ist. Wir 
méchten also daraus keine weiteren Schliisse ziehen. 


Es zeigt sich also, daB bei den Ratten und Meerschweinchen durch 
Luftverdiinnung und zwar auch schon in relativ kurzer Zeit, eine Er- 
hohung des Verhdltnisses Natrium: Magnesium in der Haut auf iiber 
das Doppelte stattfindet. Dunkelheit erhdht diesen Quotienten bei den 
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Meerschweinchen um etwa 50°, wahrend sie ihn bei den Ratten auf 


etwa die Halfte des Normalwertes erniedrigt. Hungern erhéht bei den 
Meerschweinchen, gleichgiltig ob mit oder ohne Luftverdiinnung, 
das Verhaltnis auf fast das Dreifache im Mittel: Bestrahlung mit ultra- 
violettem Licht ruft bei Ratten keine Verdnderung hervor, bei Meer- 
schweinchen lassen die Versuche dariiber eine sichere Entscheidung 
nicht zu. 

h) Wir haben schlieBlich in Tabelle XIV und XV auch noch das 
Verhaltnis der von uns bestimmten Anionen, also der Halogene, zu 
den  bestimmten Kationen: Natrium + Kalium + Calcium — Mag- 
nesium in Millidquivalenten berechnet, zusammengestellt. Die Menge 
der Halogene ist dabei gleich 100 gesetzt. DaB die Menge der positiv 
geladenen Aquivalente dann gréBer als 100 ist, ist selbstverstandlich, 
da die Haut auBer den Halogen noch organische Saurereste und Phos- 
phat- und Sulfationen enthalt, deren Menge wir nicht bestimmt haben, 
iiber deren Verschiebung aber die Zahlen der Tabelle auch wenigstens 
einen Hinweis geben. 

Tabelle XIV. 





Menge der bestimmten Kationen in Aquivalen- 
ten auf je 100 Halogendquivalente bei Ratten 


Maximal wert Minimal wert Mittelwert 
eee ee eee 112 110 111 
. re 126 
Luftverdiinnte Tiere. . . . ae 818 62 190 
Bestrahite Tiere ......... 156 136 146 
Dunkeltiere. . . . . Ren EE og aes 172 148 160 


Tabelle XV. 





Menge der bestimmten Kationen in Aquivalenten auf 
je 100 Halogenaquivalente bei Meerschweinchen 


Maximal wert Minimal wert Mittelwert 
Sa a eee eee 232 137 185 
Luftverdiinnte Tiere... .... 322 192 257 
pestraume Tiere... sw 333 270 302 
ES el oe es ee 198 198 178 
Hungertiere, eins mit, eins ohne 
Luftverdinnung. ....... 135 120 128 


Auch aus diesen Tabellen lassen sich noch einige wichtige Schliisse 
ziehen. Zunachst wieder, was auch schon frither gesagt war, daB nim- 
lich die luftverdiinnten Tiere die starksten Schwankungen zeigen 
Deutlich zeigen dann aber sowohl die bestrahlten wie auch die im 
Dunkeln gehaltenen Ratten eine Verschiebung des normalen Verhalt 
nisses. Wie man sich nun aus den der SchluBtabelle und den Text 
tabellen zu entnehmenden Absolutwerten iiberzeugen kann, hat abe: 
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die Summe der Kationen! bei den bestrahlten und Dunkeltieren —- von 
den luftverdiinnten Tieren wollen wir infolge der starken Schwankungen 
absehen nicht oder nur unbedeutend zugenommen, so daB also die 
Verschiebung durch Abnahme der Halogene zustande kommt. Das heiBt 
aber nichts anderes, als daB die ibrigen Anionen, in erster Linie Phosphat- 
und Sulfationen durch Bestrahlung wie auch durch Dunkelheit bei den 
Ratten zugenommen haben miissen, um das elektrische Gleichgewicht 
zwischen Anionen und Kationen aufrecht erhalten zu kénnen. 

Bei den Meerschweinchen haben wir — abgesehen wieder von den 
luftverdiinnten Tieren mit starken Schwankungen — bei den bestrahlten 
Tieren dieselbe Verschiebung wie bei den Ratten. Auch hier hat wieder 
die Summe der Kationen! nicht zugenommen, so daB bei den Anionen 
die Verschiebung neben einer Abnahme der Halogene durch eine Zu- 
nahme der Phosphate und Sulfate vor sich gegangen sein muB. Bei den 
Dunkeltieren ist keine Veranderung eingetreten. 

Bei den Hungertieren sieht man eine relative Abnahme der Kationen, 
der auch ein fast ebenso groBer absoluter Riickgang der Summe der 
Kationen entspricht!. Die Anderung bei den Anionen besteht einmal, 
wie die Absolutwerte zeigen, in einer Abnahme der Halogene (vgl. 
Haupttabelle und Tabelle 111). Doch ist dieser Riickgang bei weitem 
nicht so stark wie der Riickgang der Kationen, so daB also auch die 
Menge der Phosphat- und Sulfationen vermindert sein muB. Wir glauben 
nun, daB daran in erster Linie die Phosphationen beteiligt sind, denn 
wir haben gefunden, da bei diesen Tieren ein von der Norm abweichender 
Phosphorstoffwechsel vor sich geht, der sich uns dadurch bemerkbar 
gemacht hat, daB der Atherextrakt der Leber wie auch der Ather- 
riickstand mehr Phosphor enthielt als unter Normalbedingungen. 
Im einzelnen werden wir dariiber an anderer Stelle berichten. 

Von verschiedenen Autoren war festgestellt worden, daB der 
(Quotient Kalium : Calcium bei erhéhter Entziindungsbereitschaft bzw. 
erhéhter Empfindlichkeit der Haut zugunsten des Kaliums verschoben 
ist. Wir konnten diesen Befund bei unseren Versuchen einmal bestatigen, 
namlich bei den bestrahlten Meerschweinchen, wo wir eine Steigerung 
dieses Verhaltnisses auf tiber das Doppelte sahen, die allein durch Ver- 
mehrung des Kaliums zustande gekommen war. Allerdings war es hier 
infolge der Bestrahlung schon zu starken Entziindungen der Haut 
gekommen. In allen anderen Fallen waren die Verschiebungen im Ver- 
haltnis Kalium: Calcium nicht eindeutig genug, um etwas iiber Zu- 
sammenhange mit sonstigen Eigenschaften der Haut aussagen zu 


! Die Kationensumme betragt bei den Ratten: normal 20, luft- 
verdiinnt 44, bestrahit 22 und Dunkeltiere 19 Milliaquivalente auf 100 g 
fettfreie Trockensubstanz. Die entsprechenden Zahlen fiir Meerschweinchen 
sind : 31, 55, 31 und 29, und fiir Hungermeerschweinchen 17,5 Milliaquivalente. 
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kénnen. Dies soll deshalb besonders hervorgehoben werden, weil sich 
daraus ergibt, daB die im Beginn erwahnten Einfliisse, besonders der 
Luftverdiinnung, auf Entziindungen und Infektionen der Haut nicht 
ohne weiteres mit dem Kaliumgehalt in Verbindung gebracht werden 
kénnen. Viel eher méchten wir annehmen, daB, wenn iiberhaupt eine 
Beziehung zu Mineralstoffen besteht, diese im Verhaltnis Natrium : Mag- 
nesium zu suchen ist, das sich sowohl bei Ratten wie bei Meerschweinchen 
durch Luftverdiinnung in erheblichem Mabe zugunsten des Natriums 
verschieben 1aBt. 
Zusammenfassung. 

An Ratten und Meerschweinchen wurde die chemische Zusammen- 
setzung der Haut untersucht, vergleichend an normalen, an verschieden 
starken Luftverdiinnungen ausgesetzten, an ultraviolettbestrahlten 
und an Dunkeltieren, zum Teil auch an mit Vigantol behandelten. 
Bestimmt wurden Wasser- und Fettgehalt, Gesamt- und Reststickstoff, 
sowie die Mineralbestandteile. Angesichts der schon unter normalen 
Verhiltnissen stark schwankenden Werte fiir Wasser und Fett waren 
typische Veranderungen unter den angegebenen Versuchsbedingungen 
nicht festzustellen, vielleicht weil die Verainderungen lingere Zeit zu 
ihrem Zustandekommen brauchen, als unsere Versuche dauerten. 

Ebensowenig ergab sich beim Reststickstoff durch Ultraviolett- 
bestrahlung von 5 Stunden. Auch unter Luftverdiinnung, die 3 bis 
18 Tage betrug, bei etwa '/, Atm. Druck, war bei den Meerschweinchen 
eine Verschiebung der Reststickstoffmenge gegen die Norm nicht erkenn- 
bar. Schon die normalen Werte schwankten bei ihnen zwischen 123 und 
227 mg-% Reststickstoff. Bei den Ratten dagegen war eine Steigerung 
des Reststickstoffs zu erkennen. Bei ihnen lagen die normalen Rest- 
stickstoffwerte zwischen 85,9 und 141 mg-°. In Prozenten des Gesamt- 
stickstoffs war unter Luftverdiinnung eine Steigerung um 27°, vor- 
handen. Bei den Vigantoltieren eine solche um 36°,. 

Der Mineralgehalt der Haut zeigte sich individuell konstanter 
bei den Ratten als bei den Meerschweinchen. 

Der Chlorgehalt wurde bei den Ratten durch Luftverdiinnung 
erhéht, ebenso durch Vigantol; dagegen durch Bestrahlung und Dunkel- 
heit herabgesetzt. Bei den Meerschweinchen war die Wirkung von 
Bestrahlung und Dunkelheit die gleiche wie bei den Ratten. 

Der Kaliumgehalt war bei den Ratten erst durch langdauernde 
Luftverdiinnung gesteigert, auch Vigantol steigerte ihn. Ultraviolett- 
bestrahlung setzte ihn herab, Dunkelheit anderte ihn nicht. Bei den 
Meerschweinchen fand sich dreimal Kalium nur in unbestimmbaren 
Mengen, und zwar einmal bei einem unter Luftverdiinnung gewesenen 
Tier, zweimal bei Dunkeltieren. Durch Bestrahlung wurde seine Menge 
gesteigert, ebenso durch Vigantol. 
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Calcium wurde durch langeren Aufenthalt unter Luftverdiinnung 
und durch Vigantol bei den Ratten herabgesetzt; bei den Meerschwein- 
chen hatten Bestrahlung und Dunkelheit keine Wirkung, Vigantol 
und Verdiinnung wirkten nicht einheitlich. 

Auch das Verhdltnis K:Ca gestaltete sich bei beiden Tierarten 
verschieden: Bei den Ratten war es nach kurzem Aufenthalt unter 
Luftverdiinnung gegeniiber der Norm vermindert, nach langem stark 
erhéht. Noch héher lag es bei den Vigantoltieren, wahrend es nach 
Bestrahlung abnorm niedrig lag. Bei den Dunkeltieren iibertraf es ein 


wenig die Norm. Bei den Meerschweinchen lag es in zwei zu ver- 
schiedenen Zeiten ausgefiihrten Versuchsreihen ganz _ verschieden, 


schon in der Norm und auch unter Luftverdiinnung, vielleicht infolge 
verschiedener Ernahrung. Jedenfalls ist der Quotient K:Ca in de1 
Haut der Meerschweinchen keine konstante GréBe. 

Im Gegensatz dazu war der Natriumgehalt bei Ratten wie bei 
Meerschweinchen in der Norm annahernd konstant. Er zeigte bei den 
ersteren eine Steigerung durch Luftverdiinnung, eine weniger aus- 
gesprochene durch Bestrahlung, eine Abnahme durch Dunkelheit. 
Bei den Meerschweinchen kam umgekehrt eine Abnahme unter Be- 
strahlung, eine Zunahme in Dunkelheit zur Beobachtung. 

Das Magnesium war bei den Ratten sowohl unter Luftverdiinnung 
wie unter Bestrahlung und in Dunkelheit gegeniiber der Norm gesteigert. 
Bei den Meerschweinchen fanden sich starke Schwankungen.  Sicher 
erscheint bei ihnen nur eine erhebliche Abnahme im Hunger, nicht sicher 
eine Steigerung bei Luftverdiinnung und eine Abnahme bei Bestrahlung. 

Im Gegensatz zu dem in der Norm stark schwankenden Ver- 
haltnis K:Ca war das von Na: Mg viel konstanter und dabei unab- 
hangig von der absoluten Héhe der Werte. Auf die Verhaltniswerte 
von Na: Mg wirkte bei den Ratten Luftverdiinnung steigernd, Dunkel- 
heit erniedrigend. Bestrahlung zeigte keinen EinfluB. Auch in dieser 
Beziehung zeigten die Meerschweinchen insofern andere Verhaltnisse, 
als Luftverdiinnung sie wie bei den Ratten steigerte, aber Dunkelheit 
gleichfalls eine Steigerung hervorrief. 

Eine Berechnung des Verhdltnisses zwischen den Anionen (Halogenen) 
und der Summe der bestimmten Kationen ergibt, daB es bei den Ratten 
sich unter Bestrahlung und Dunkelheit derart verschiebt, daB durch 
Abnahme der Halogene die Verhaltniszahl ansteigt. Auf dieselbe 
Weise steigt sie bei den Meerschweinchen unter Bestrahlung, wahrend 
Dunkelheit sie nicht verandert. Hungernde Meerschweinchen zeigen 


eine relative und absolute Abnahme der Kationen, eine geringere der 


Halogene, so dab die Verhaltniszahl zwischen beiden Werten abnimmt. 
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Uber die Potentiale der Magenschleimhaut. I. 
Von 
E. Mislowitzer und S. Silver (New York). 
(Aus der Il. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin, Charité.) 
(Eingegangen am 31, Okteber 1932.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


% . . , . . . 
Uber die elektrischen Verhaltnisse der Magenschleimhaut liegen 
nicht allzuviel Untersuchungen vor. 


Es wurde allerdings schon sehr friih festgestellt, dafS man von der 
Schleimhaut Potentiale ableiten kann, und auch iiber gewisse Abhangig- 
keiten vom Allgemeinzustand des Tieres, von der Narkose, und von einer 
Vagusreizung wurde schon damals berichtet. Die alteren Vorstellungen 
von der Ursache der bioelektrischen Erscheinungen waren recht unvoll- 
kommen. Mit der Ausbildung der Erfahrungen iiber die elektrischen 
Eigenschaften von Membranen und von den sogenannten Phasengrenzen 
eréffneten sich eine Reihe von neuen Problemen und Erfolgsaussichten 
auch fiir das Studium von Driisenstrémen. 

An der Driisenschleimhaut war es Mond (1), der im Jahre 1927 einen 
Beitrag zur Frage der Driisenstréme lieferte. Er wollte die Erfahrungen 
verwerten, die inzwischen an den verschiedenen Modellen bioelektrischer 
Ketten gesammelt worden waren. Auch schien die Frage der irreziproken 
Permeabilitét einer Nachpriifung an der Magenschleimhaut wert, nachdem 
diese Eigenschaft an dem Diinndarm und der Froschhaut nachgewiesen war. 

Um die irreziproke Permeabilitaét auffinden zu kénnen, suchte er die 
Schleimhaut von zwei Seiten her zu beeinflussen, von der Epithelseite und 


von der Blutseite her. Von der Blutseite kam er mit Hilfe einer Durch- | 


strémung der BlutgefaBe des Magens heran. Als Durchstrémungsfliissigkeit 
diente ihm die bekannte Broemser-Barkan-Lésung. Von der Schleimhaut- 
seite fand er keine reversiblen Beeinflussungen durch irgendwelche Sub- 
stanzen. Von der Blutseite waren die Anionen auch in hohen Konzentra- 
tionen wirkungslos, waihrend sich eine reversible Beeinflussung mit Kationen 
nachweisen lieB. 

Er halt die Schleimhautseite fiir so ungeeignet zu Untersuchungen tiber 
reversible Potentialsenkungen, daB ,,wir SchluBfolgerungen tiber die mégliche 
Entstehung der Stréme nur aus den Untersuchungen ziehen kénnen, die 
an der Innenseite (das ist die Blutseite) angestellt sind‘*. Das Fehlen der 
Anionenwirkung, aber Vorhandensein einer Kationenwirkung deutet er 
auch im Sinne einer selektiven Permeabilitat fiir Kationen. Er schreibt: 
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., Die Versuchsergebnisse scheinen mehr fiir die letztere Annahme zu sprechen. 
Es ware denkbar, dali diese besondere Art der Durchlassigkeit fiir die 
Funktion der Magenschleimhaut von Bedeutung wire.‘ 

Aus der Art der Kationenwirksamkeit, also aus der Reihenfolge der 
Kationen, schlieBt er, daB fiir die Strombildung im wesentlichen der Aufbau 
aus EiweiBkoérpern, nicht aus Lipoiden in Frage kame. Das sind die wichtig- 
sten Ergebnisse der Mondschen Untersuchungen. 

Wenn man nicht annehmen will, daB die Verhaltnisse beim Kalt- 
bliiter fiir die Magenschleimhaut v6éllig anders liegen als beim Warmbliiter, 
dann miissen wir sagen, da wir die Versuche und die Schliisse von Mond 
in wesentlichen Punkten nicht bestaétigen kénnen. Wenn wir zu den Ver- 
suchen von Mond selbst nicht Stellung nehmen wollen, da wir am Warm- 
bliter gearbeitet haben, so geht aus unseren Versuchen hervor, da die 
Mondschen Folgerungen fiir Warmbliiter jedenfalls keine Giiltigkeit 
besitzen. 

Unsere eigenen Versuche wurden an der mit Pernocton narkoti- 
sierten Katze angestellt. Abgeleitet wurde von der Schleimhautseite 
und der Serosa des Magens. Die Innenelektrode wurde durch einen 
Oesophagusschlitz in den Magen gefiihrt, die AuBenelektrode stand in 
der Mitte des Magens. Die Spannungen wurden mit dem von Mislowitzer 
angegebenen Potentiometer gemessen. 

Zunachst suchten wir Klarheit iiber die wirkliche Héhe der Grund- 
potentiale zu gewinnen, die sich ableiten lassen. Es traten dabei manche 
Einzelheiten zutage, die die Stelle der Ableitung betrafen. Liegt die 
Innenelektrode am Pylorus, so sind die Potentiale nicht unerheblich 
niedriger als bei der Messung von der Cardiaseite aus. Auch die Stelle 
der duBeren Ableitung war zu beriicksichtigen, wie sich aus zahlreichen 
Messungen ergab. Die Lage der AuBenelektrode war allerdings nicht 
von der Bedeutung wie die der Innenelektrode. Nach diesen Erfahrungen 
wurden Innen- und AuBenableitungen stets in derselben Weise vor- 
genommen. 

In der ersten Versuchsserie lagen die Grundpotentiale zwischen 
70 und 80 Millivolt, in einer spaiteren zwischen 80 und 90 Millivolt. 
Unter weitgehender Ausschaltung der NaCl-Wirkung auf die Schleim- 
haut durch Anwendung sehr verdiinnter Spiilflissigkeiten stiegen die 
Potentiale auf 100, 110, ja sogar bis 125 Millivolt. 

Der Zustand des Tieres zeigte einen deutlichen Zusammenhang 
mit der Héhe des Potentials, eine Beobachtung, die auch von anderen 
Autoren gemacht wurde. 

Bei einer sehr tiefen Narkose war das Potential niedriger als bei 


einer weniger tiefen. Gegen Ende des Lebens sank das Potential immer 


mehr ab und erreichte kurz nach Eintritt des Todes den Wert Null. 
Jede Verschlechterung im Befinden des Tieres machte sich am Potential 
bemerkbar. Ein Brechakt, ein Pulmonalédem, schlechter Puls und 
Blutdrucksenkung aéuBerten sich in mehr oder weniger starkem Ab- 
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sinken. So wurde fiir uns die Héhe des Potentials allmahlich ein MaBstab 
fiir das gute Befinden des Tieres, und umgekehrt schlossen wir aus 
spontan auftretenden Senkungen auf ein schlechtes Befinden und damit 
auf eine Unmdglichkeit zu weiteren Untersuchungen. 

Wir glauben, daB man den Wert von Versuchen dieser Art wesentlich 
danach zu beurteilen hat, ob sie bei Schleimhauten mit hohen oder 
niedrigen Potentialen angestellt sind. Da das niedrige Potential eine 
Anderung im Zustand der Schleimhaut aufzeigt, sind Versuche bei 
niedrigen Ausgangspotentialen nicht mit gut tiberlebenden Schleim- 
hauten begonnen. 

Die Potentiale, die Mond in den Tabellen seiner Arbeit wiedergibt, 
liegen im Maximum bei 59 Millivolt, gew6hnlich aber zwischen 35 und 
53 Millivolt. 

In einer vor kurzem erschienenen Arbeit, die unter Reins Leitung 
von Sarre ausgefiihrt wurde, steht folgendes: ,,Wir beobachten .. . bei 
der Chloralose-Katze bis zu 50 Millivolt. Gewéhnlich aber lag das 
Grundpotential tiefer, nimlich zwischen 10 und 20 Millivolt. Es war 
auffallig, daB bei Tieren, die die Operation schlecht iiberstanden hatten 
und nach einigen Stunden starben, ein sehr niedriges und langsam 
fallendes Grundpotential die Regel war.‘ 

Die in der Arbeit mitgeteilten Kurven und Tabellen zeigen simtlich 
ein geringes Grundpotential, gew6hnlich bis zu 20 Millivolt. Eine Messung 
wird mit 26, eine andere mit 34 Millivolt angegeben. Wahrend wir uns 
zu den Potentialen des Froschmagens nicht a4uBern méchten, glauben 
wir, daB die Schleimhaiute bei den Versuchen von Sarre in einem sehr 
schlechten Zustande waren. Es ist zu iiberlegen, ob man tiberhaupt aus 
solechen Messungen Schliisse ziehen darf. 

Die Frage ist berechtigt, ob die von uns gemessenen Werte von 
90 bis 120 Millivolt die Potentiale des lebenden Tieres wiedergeben. 
Diese Frage ist nur mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit zu beant- 
worten, da auch bei unseren Messungen ein EinfluB der Pernocton- 
narkose vorliegen mag und Untersuchungen an nicht narkotisierten 
Tieren nicht angestellt werden konnten. Jedenfalls ist es sicher, dal 
unsere Werte den wirklichen viel naiher kommen als die bisher ge- 
messenen. Weniger sicher, aber wahrscheinlich ist es, daB wir recht 
nahe an den eigentlichen Maximalwerten sind. 

Die Festlegung dieser Maximalwerte war aus zwei Griinden wichtig. 
Erstens soll man Schliisse, wie schon erwahnt, iiber die Beeinflussung 
der Schleimhautpotentiale nur bei Versuchen mit méglichst intakten 
Schleimhauten, also méglichst hohen Potentialen ziehen, und zweitens 
hat es fiir die Bewertung der etwaigen biologischen Wirksamkeit der 
Potentiale und Stréme ein groBes Interesse, diese hohen Spannungs- 
werte aufzufinden. 
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Um zunachst die Wirkungen zu verfolgen, die eine Veranderung 
des Allgemeinzustandes auf die Magenschleimhaut ausiibt, studierten 
wir dann das elektrische Verhalten der Schleimhaut nach intravendéser 
Injektion von Adrenalin, Atropin, Histamin, Saure und Alkali, ferner 
nach Vagusreizung, Vagusdurchschneidung und Durchschneidung des 
oberen Dorsalmarks. 

Mit den intravenésen Injektionen hatten wir gewissermaBen eine 
Beeinflussung der Schleimhaut von der Blutseite her, wie sie Mond 
mit der Durchstr6mung vorgenommen hat. Allerdings ist wohl auch 
auBer der unmittelbaren humoralen eine neurale Wirkung anzunehmen. 

Aus folgenden Abbildungen geht die starke BeeinfluBbarkeit der 
Potentiale eines Tieres mit hohen Anfangswerten und das mehr refrak- 
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tare Verhalten eines Tieres mit niedrigem Anfangspotential hervor 
(Versuch 1 und 3). Abb.1 laBt ferner gegen Ende des Versuchs ein 
spontanes Absinken des Potentials als Ausdruck des schlechten Befindens 
des 'Tieres erkennen. Dasselbe geht aus den Abb.2 und 3 hervor, wo 
die Messungen bis zum Tode des Tieres durchgefiihrt wurden. Bei 
Abb. 1 und 2 zeigt sich auBerdem deutlich eine Potentialsenkung 


on * 
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beim Brechakt. Bei Abb. 4, mit dem besseren Anfangspotential, 
kommt wieder eine gute Histaminwirkung zum Vorschein. Es ist aber 
zu bedenken, daB die angewandte Histaminmenge eine ganz auBer- 
ordentlich hohe ist (0,5 bis 1,0 mg). Auch bei Adrenalin mu8 man erst 
zu sehr hohen Dosen greifen, um einen Effekt zu erzielen (0,2 bis 2 mg). 
Aber selbst dann ist die Wirkung nur gering. Als wir ein einziges Mal 
nach 2mg Histamin eine starke Senkung bekamen, bemerkten wir 
daB sie die Folge des inzwischen eingetretenen Todes war. 

Die Beeinflussung der Potentiale durch diese sehr aktiven Pharmaka 
ist keine sehr tiberzeugende. Wenn wir den Blutweg als ihren Wirkungs- 
weg ansehen diirfen, so finden wir im Gegensatz zu Mond, daB die 
Beeinflussung von der Blutseite her nicht bedeutend ist. Das gilt z. B 
auch fiir die Verschiebung der Alkalireserve und der Alkalitat des 

Blutes. Trotz intravenéser Injektion von 20 





| ey Ts §) bis 30cem n/5 Salzsiure und n/5 Bicarbonat 
P 7 tal 28) war eine wesentliche Verainderung der Schleim- 
me 5S YS} . . ‘ 
ic yWosoes hautpotentiale nicht zu erkennen. In gleicher 
8! 


% 6 +t ; | Linie liegt der unbedeutende EinfluB einer 
| | Vagusreizung und auch der Vagusdurchschnei- 
I | | | dung, schlieBlich auch einer Durchtrennung 
| des Dorsalmarks. 

| Paraldehyd und Chloralhydrat _ fiihren 
0. 2% tow ebenfalls nicht zu niedrigen Potentialen, und 





——~ Minuten selbst Ather, durch die Trachealkaniile ein- 
Abb. 4. geatmet, bringt das Potential nur zu maBiger 
Senkung. 


Alle diese Einwirkungen auf dem Blutwege oder iiber das Nerven- 
system sind also entweder minimal, oder wo sie deutlicher nachweisbar 
sind, wie beim Histamin, ist eine 4uBerst groBe Dosis fiir den Effekt 
notig. 

Eine Durchspiilung der MagengefiBe mit einer Kationenreihe wie 
bei Mond wurde von uns nicht vorgenommen. Wir hitten sonst die 
ganze Versuchstechnik aindern miissen. (Eine genaue Beschreibung 
unserer Versuchsanordnung wird in der zweiten Mitteilung gegeben.) 
Auch erschienen uns bald die Durchstrémungsversuche nicht mehr so 
notwendig, da wir die starke BeeinfluBbarkeit der Potentiale gerad: 
von der Schleimhautseite her kennen lernten. 

Die Versuche, von der Schleimhautseite her die Potentiale zu 
beeinflussen, begannen wir mit einigen Anionenreihen, zunichst mit 
Citrat, Jodid und Rhodanid. Abb. 5a, 5b, 5c gibt den Verlauf einer 
derartigen Untersuchung wieder. 

Man sieht daraus die sehr starke, aber véllig reversible Einwirkung 
von Rhodan, die fast eine quantitative Auswertung zulaBt, die deutliche 
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ebenfalls fast quantitativ nachweisbare Wirkung des Jodids und die 


geringe des Citrats. 

Da wir das Chlorid zum Spulen benutzten und 
des Chlorids auf das Potential noch nicht kenntlich war, so h 
zunachst mit der Reihe zu rechnen: 


Chlorid < Citrat <— Jodid - Rhodanid. 
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In einem weiteren Versuch nahmen wir noch das Acetat- und Sulfat- 
anion hinzu, ohne daB sich eine Wirkung zeigte. Die Rhodanid- und 


Jodidwirkung konnten wir gegeneinander abstufen und am Ende der 


Anionenreihe einwandfrei Jodid und Rhodanid belassen. wahrend die 


eine EKinwirkung 
atten wir 
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vier tibrigen Ionen in ihrer Stellung zueinander nicht festgelegt werden 
konnten. Erst spater zeigte sich, daB auch eine deutliche Chloridwirkung 
vorhanden war, als wir namlich die n/10 NaCl-Lésung durch eine ver- 
diinntere ersetzt hatten. Danach ergibt sich folgende Reihe: 

Sulfat 


< Chlorid < Citrat < Jodid < Rhodanid. 
Acetat 


Im Anschlu8 daran gingen wir dazu iiber, die Kationen zu untersuchen. 
Eine ganze Anzahl von Untersuchungen wurden von uns zu diesem 
Zwecke angestellt. Wir fanden mit Sicherheit das Lithium (n/10) am 
stirksten wirksam. Die Senkungen betrugen in vollig reversibler Weis 
21 Millivolt. Nach dem Lithium kommt das Kalium mit 10 bis 15 Milli- 
volt, dann das Rubidium mit etwa 10 Millivolt, das Natrium mit 3 bis 
5 Millivolt und das Ammonium ohne EinfluB. Diese Zahlen gelten als 
absolute Werte nur innerhalb einer Versuchsreihe. Die Kationenreihe 
lautet demnach: 
Ammonium < Natrium < Rubidium < Kalium < Lithium. 
Bei den Erdalkalien ist die Wirkungsreihe: 
Calcium < Strontium < Barium, 


aber sie ist bei allen drei Ionen nicht immer voOllig reversibel, daher 
wohl mit der obigen Reihe nicht ohne weiteres vergleichbar. Dir 
Potentialsenkung betrug beim Calcium 10, beim Strontium 15 und beim 
Barium 28 Millivolt. In einem anderen Versuch betrugen die Senkungen 
fiir Lithium 22, fiir Kalium 11, fiir Natrium 6, fiir Ammonium 2 Millivolt 
Barium und Calcium senkten um 21 bzw. 18 Millivolt. 

Ein Ionengemisch von Kalium und Calcium schien besser reversibe! 
zu sein als Calcium allein. Doch geniigen unsere Versuche nicht, un 
das mit Bestimmtheit auszusagen. 

Bei der Verfolgung der Natriumwirkung bemerkten wir den friihe: 
schon erwahnten, senkenden Effekt selbst der physiologischen NaC] 
Lésung. Als wir dann dazu iibergingen, Verdiinnungen der physiologi 
schen NaCl-Lésung 1:20 und 1: 40 als Spiilfliissigkeit zu benutzen 
erhielten wir die héchsten bis dahin gemessenen Potentiale in Hoh: 
von 100 und 103 Millivolt. 

Auch in den nachsten Versuchen erhielten wir nach wiederholte: 
Spiilungen mit den sehr verdiinnten Kochsalzlésungen Werte voi 
100 Millivolt und dariiber, 110, 118, ja einmal 125 Millivolt. 


Wir muBten so erkennen, daB die von uns zwischen 70 und 90 Milli- 
volt gemessenen Potentiale schon etwas gedriickte Potentiale waren 
daB sich also schon immer ein gewisser EinfluB8 der Spiilfliissigkeit 
bei der Messung geltend gemacht hatte. Eine Ausschaltung diese- 
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Einflusses kénnte vielleicht die Reihenfolge der Kationen und Anionen 
nach ihrer Wirksamkeit noch etwas verschieben, doch wird der rechte 
Fliigel der Kationen- und Anionenreihe nicht verandert werden. Darauf- 
hin angestellte Untersuchungen brachten kaum bemerkenswerte Ver- 
anderungen. 

Diese Versuchsserien schlossen wir mit einer CUberpriifung rein 
osmotischer Einwirkungen auf das Potential ab. Die Ergebnisse sind 
folgende: 





Isotonische Harnstofflésung in etwa 002° ig. Nat Von 1€C0 auf 98 Millivi 

0,02 °% ig. NaCl-Losung allein mes . < Kein Eintlul 

Isotonische NaCl-Losung ...... a . Von 97 auf 67 Milliv 

Isotonische Glucoselosung in 0,02°,ig. NaCl ; ; Kein EintiuS 

2fach isotonische Harnstofflésung in 0,02 NaCl Von 81 auf 47 Milliv 
af 


4 
2fach isotonische Glucoseljsung in 0.02 °Jig N: Von 9S auf 94 M 

Die Einwirkung des Harnstoffs und des Natriumchlorids ist nach 
diesen Befunden keine einfach osmotische, da die Glucose in derselben 
osmotischen Konzentration fast véllig wirkungslos ist. Bei dem Natrium- 
chlorid werden wir eine doppelte Wirkung anzunehmen haben, die 
des Natriums und die des Chlors. Fir die Wirkungsweise des Harn- 
stoffs kénnen wir zunachst keine Erklarung beibringen 

Zum SchluB dieser Reihe untersuchten wir noch das Saponin in 
einer 1°,igen Lésung. Es trat sofort ein Absturz der Potentiale ein 
ohne wesentliche Erholung. Hier liegt also eine starke irreversible 
Schadigung der Membran vor. 

Mit den oben mitgeteilten Untersuchungen war die Moéglichkeit 
einer reversiblen Beeinflussung der Potentiale von der Schleimhautseite 
her einwandfrei nachgewiesen. Der Gegensatz zu den Befunden von 
Mond am Froschmagen ist offenkundig. 

Die von diesem Autor nach seinen negativen Versuchen auf- 
geworfene Frage, ob die Magenschleimhaut eine irreziproke Permea- 
bilitat aufweise, ist nach unserer Ansicht mit Hilfe von Potential- 
messungen nicht zu beantworten. 

Eine Wirksamkeit auf die Grenzkolloide und damit auf die Poten- 
tiale sagt iiber die Richtung einer Permeabilitat der wirksamen Jonen 
wohl kaum etwas aus. 

Das Cl’ beeinfluBt vom Magenlumen her das Potential, wie wir 
gesehen haben. Soll man nun deshalb annehmen, daB das Cl’ vom 
Magenlumen aus durch die Zelle in das Blut permeiert 


Die Potentialbildung geschieht nach unserer Meinung an der 
Grenzschicht. Wir glauben aber nicht. daB diese auBerste Schicht 
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allein dariiber bestimmt, ob ein Ion permeiert oder nicht. Auch dic 
ubrige Zellschichtung, vielleicht auch die chemische Beschaffenheit 
der Zellschicht selbst werden bei der Frage der Permeabilitat mit 
wirken. 

Versucht man nun, aus der nachgewiesenen starken Wirksamkeit 
von Anionen und Kationen der lyotropen Reihe etwas fiir die Theorie 
der bioelektrischen Ketten zu entnehmen, fiir die vorher erwahnte 
Frage, ob es sich z. B. bei ihnen um Olketten im Beuthnerschen Sinne 
oder um die Matsuo-Mondschen EiweiBketten handelt, so sieht man 
sich hierzu nach unserer Meinung auBerstande. 

Die lyotrope Reihe ist zwar in der Beuthnerschen Olkette durchaus 
wirksam, sie gilt aber auch fiir viele kolloidale Lésungen, auch fiir 
EiweiBsole. Aus der Wirksamkeit der lyotropen Lonenreihe laBt sich 
fiir oder gegen die Auffassung der Biopotentiale als Beuthnersche O)- 
ketten nicht viel herleiten. Auch bei der Verwertung der Ergebnisse, 
die mit gemischten Salzen erzielt wurden, muB groBe Vorsicht walten. 
Das gemischte Salz wird ein Kolloid aus Lipoiden anders beeinflussen 
als eine Olkette, in der die kolloidale Verteilung keine Rolle spielt. 
Nehmen wir in der Zellgrenzschicht den kolloidalen Zustand als den 
normalen an, so werden Verainderungen dieses Zustandes durch ge- 
mischte Salze zu Potentialinderungen fiihren, weitgehend unabhingig 
davon, ob es sich um ein Eiweib- oder Lipoidsol handelt. Ein Unter- 
schied im Verhalten der gemischten Salze an der Membran und in der 
Olkette beweist noch nicht, da die Membran kein Lipoid enthailt. 
In der Absicht, in diesen wichtigen Fragen weiter zu kommen, unter- 
suchten wir die Schleimhautpotentiale nach Beeinflussung mit Sub- 
stanzen, die in Olketten kaum einen EinfluB auf das Potential ausiiben 
sollen. Wir fanden eine starke Wirksamkeit auf die Schleimhaut- 
potentiale. Daraus kann nicht hervorgehen, daB andere Substanzen 
als Lipoide bei der Entstehung der Schleimhautpotentiale eine Roll 
spielen, ebensowenig, da das Ol oder das Lipoid belanglos sei. Sollt« 
aber ein Lipoid in der Zellhiille vorkommen, so muB die Hiille anders 
aussehen als eine einfache Olschicht mit der Grenzfliche Ol-Wasse1 
wie in der Olkette. Wir vermuten, da8 das Lipoid dann als dispers: 
Phase in einer Kolloidstruktur vorliegt. Ob es aber iiberhaupt ein 
Lipoid ist oder eine andere chemische Substanz, kann nicht entschieder 
werden. Sehr wahrscheinlich ist aber der Zusammenhang von Potentia! 
und kolloidaler Struktur, also Oberflachenentfaltung, wie es vor allem 
auch aus den dann folgenden Untersuchungen hervorgeht. 

Bei der Einwirkung von Alkoholen auf die Schleimhautinnenflach: 
zeigte sich eine reversible Potentialsenkung. Die Wirkung war um so 
intensiver, je héher der Alkohol in der homologen Reihe stand. Da 
das Teilungsverhaltnis Lipoid zu Wasser ebenfalls in diesem Sinn 
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ansteigt, so war die Frage der Bedeutung der Lipoidléslichkeit zunachst 
zu klaren. Bei einer genaueren Uberpriifung der angewandten Kon- 
zentrationen, der Wasser-Ollislichkeit und der Potentialsenkung 
ergaben sich aber nicht unbetrachtliche Unterschiede zur GréBe des 
Verteilungsquotienten, wenn die Reihe auch der Richtung nach iiber- 
einstimmte, z. B.: 
Wasser-Olléslichkeit bei Methylalkohol oc; ! 
» » Athylalkohol 30:1 


50 


Die zu gleich starken Potentialsenkungen angewandten Konzentrationen 
waren aber sehr ahnlich, bei Methylalkohol 12°, bei Athylalkohol 10°. 
Abb. 6a zeigt einen Vorversuch dieser Reihe. 
Wasser-Olléslichkeit bei Propylalkohol 8: 1 
= .». Butylalkohol 1/n: co 

Die wirksamen Konzentrationen des Propyl- und Butylalkohols 
verhalten sich aber wie 5: 2,15. Ahnliches gilt auch fiir den Amyl- 
alkohol, der in 0,3 °,iger Lésung die gleiche Wirksamkeit hatte. Abb. 6b 
zeigt einen Vorversuch zur ganzen Reihe. 
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Abb. 6b 


Mit dem Verteilungsquotienten fiir Lipoid und Wasser waren 
diese quantitativen Beziehungen nicht*zu erkliren, und es schien uns 
daher ratsam, nach anderen Eigenschaften zu suchen. 

Wir fanden, daB die Oberflichenaktivititen der untersuchten 
Lésungen gut miteinander iibereinstimmen und wahrscheinlich daher 
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bei der Potentialsenkung eine wesentliche Rolle spielen. Wie man nach 
Uberwindung der Theorie von Overton und H.H. Meyer spater mit 
Traube zum Narkoseproblem sagte: Die isonarkotischen Konzentra- 
tionen sind isokapillar, so kénnen wir jetzt fiir unser Problem hinzu- 
fiigen: Die isokapillaren Konzentrationen sind ,,isoelektrisch**!. 

Folgende Tabelle zeigt die Beziehungen zwischen Konzentration 
und Tropfenzahlen : 





Tropfenzahl 


Methylalkohol . . . . . 12.0 75 
Aethylalkohol . . . . . 10,0 77 
Propylalkohol . . .. . 5,0 84 
Butylalkohol . .... 2,15 74 
Amylalkohol. . . .. . 0,3 72 


Bis auf den Propylalkohol war die Ubereinstimmung leidlich. Wir 
wurden also so auf die spezielle Bedeutung der Oberflachen fiir die 
Potentialbildung hingewiesen. Es ordnet sich in diesem Sinne der 
elektrische Vorgang den iibrigen groBen Problemen der Biologie ein, 
der Narkose, der Zellatmung und der Fermenttatigkeit. 

Deutlicher wird die Unabhangigkeit von der Lipoidléslichkeit 
und die nahe Beziehung zur Oberflachenaktivitat durch eine weitere 
Versuchsreihe, die wir mit wasserléslichen, stark oberflichenaktiven 
Substanzen angestellt haben. Es ist das die Reihe der Urethane. Nach 
einigen Vorversuchen fanden wir auch hier die Konzentrationen auf, 
die dieselbe Wirkung auf das Schleimhautpotential ausiiben. Es 


sind das: 





Tropfenzahl 


Methylurethan. . ... 9,9 82 
Aethylurethan. . ... 8,8 S2 
Butylurethan ..... 0,8 83 
Amylurethan ... . 0,25 82 


Die Ubereinstimmung der Kapillaritat ist sehr gut, so deutlich, 
daB an der wirklichen Beziehung zwischen Potential und Oberflaiche 
nicht zu zweifeln ist. Eine Veranderung der Oberflichen wird uns als 
Potentialanderung manifest. Das Potential ist ein Indikator fiir die 
Oberflachenbeschaffenheit. Ob es sich um ein Lipoid oder ein Albumin 
oder eine Mischung beider Stoffklassen handelt, ist nicht zu entscheiden 
und kann auch unseres Erachtens mit Hilfe von Potentialmessungen 
nicht zur Entscheidung gebracht werden. 


1 Das Wort ,,isoelektrisch** ist hier natiirlich in einer anderen als der 
sonst tiblichen Bedeutung gebraucht. 
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Die Potentialanderungen durch die lyotropen Reihen, durch die 
Alkohole und Urethane in Abhangigkeit von der Kapillaritat werden 
wir noch am besten verstehen kénnen, wenn wir uns als potential- 
bildende Zellgrenze eine Membran vorstellen, die von labiler kolloidaler 
Struktur ist, also aus einer Sol-Gelmischung besteht. Die chemische 
Natur der dispersen Phase bleibt unbekannt. 


Zusammenfassung, 


Die Magenschleimhautpotentiale, deren GréBe zunachst fest- 
gestellt wird, zeigen eine geringe Beeinflussung durch Saure, Alkali 
und verschiedene Pharmaka von der Blutseite her, eine starke durch 
Lithium, Rhodan und Jod von der Schleimhautseite her. Die Schleim- 
hautpotentiale werden dann in Beziehung gesetzt zu einer Alkohol- 
und einer Urethanreihe, und im AnschluB daran wird Stellung zur 
Herkunft der Biopotentiale genommen. 


Literatur, 


1) Mond, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 215, 468, 1927. — 2) Sarre, 
Zeitsehr. f. Biol. 91, 1931, 2 Arb. 




















Uber die Potentiale der Magenschleimhaut. 


II. Mitteilung: 
Magenaschleimhautpotential und Resorption. 


Von 
E. Mislowitzer, S. Silver (New York) und M. Rothschild. 


(Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1932.) 


In der ersten Mitteilung berichteten wir iiber unsere Potential- 
messungen an der Magenschleimhaut der Katze und die Beeinflussung 
der Potentiale durch verschiedene Pharmaka, durch Anionen und 
Kationen. Dabei zeigte sich nur eine geringe Beeinflussung von der 
Blutseite her, und zwar sowohl durch Saure und Alkali als auch durch 
die aktiven Pharmaka Histamin und Adrenalin. Eine sehr starke 
Wirkung im Sinne einer Potentialsenkung trat bei Beeinflussung von 
der Schleimhautseite auf, und zwar durch Anionen und Kationen, 
wohl infolge einer Anderung der Kolloidstruktur der Zelloberfliche. 
Die stirkste Wirkung zeigte sich beim Spiilen der Magenschleimhaut 
mit n/10 Lithium- und n/10 Rhodanidlésung. 

Es lag nahe, die Beziehung der Potentiale zur Sekretion und 
Resorption des Magens zu iiberpriifen, zumal wenn man bedenkt, daB 
sich an der Magenschleimhaut mit den hohen Potentialen 70 bis 110 Milli- 
volt groBe Sekretionsleistungen vollziehen, eine Resorption gréBeren 
Umfanges jedoch nicht besteht, wihrend der Darm, dessen Potential 
Null ist, vornehmlich die Funktion der Resorption bei geringerer 
Sekretionsleistung hat. 

Uber die einzelnen Abschnitte der Zelle, die bei dem Sekretionsakt 
mitwirken, kénnen wir nichts mit Sicherheit aussagen, da chemische 
Untersuchungen iiber diese Frage nicht vorliegen und histochemische 


in ihrer Deutung schwierig sind. 
Es ist unwahrscheinlich, daB allein die Zellmembran, der dem 
Magenlumen zugekehrte Zellabschnitt, von ausschlaggebender Be- 
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deutung ist. Es ist vielmehr anzunehmen, daB eine Summe von physiko- 
chemischen Einrichtungen zusammenwirkt. um eine Sekretion zustande 
zu bringen. Da wir aber das Potential auf die Beschaffenheit der Grenz- 
flache zuriickfiihren, kénnen wir keine unmittelbaren Beziehungen 
zwischen Potentialgr6Be und Sekretionsleistung erwarten. ‘Tritt eine 
geringe Strukturainderung ein, so aindert sich zwar die Potentialhéhe, 
aber durchaus nicht die physikochemische Einrichtung des Zelleibes 
und der Zellbasis. Die Sekretion kann vielleicht ungehindert weiter- 
gehen. Ja selbst eine Anderung der physikochemischen Einrichtung 
der Zelle scheint auf die Sekretion ohne EinfluB zu sein. Naheres iiber 
daraufhin angestellte Untersuchungen werden wir in einer spiteren 
Arbeit berichten. 


Die Untersuchung der Sekretion ist deshalb schwierig, weil das 
Tier in der Narkose, auch in der Pernoctonnarkose, nur eine geringe 
Sekretionsleistung zeigt, wie unsere Analysen ergeben haben. Es miiBten 
also Versuche zur Entscheidung der Frage, ob eine Potentialanderung 
einen EinfluB auf die SekretionsgréBe ausiibt, am Fistelhund angestellt 
werden, was uns aus 4uBeren Griinden bisher nicht méglich war. 

Bei der Resorption kénnte es jedoch anders sein. Hier wird der 
aiuBeren Grenzschicht vielleicht eine gréBere primaire Bedeutung zu- 
kommen. 


Wir untersuchten daher, ob eine Beeinflussung der Resorptions- 
gréBe durch potentialsenkende Substanzen méglich ist. 


Versuchsanordnung. 


Nachdem Katzen mit Pernocton narkotisiert waren, durchtrennten 
wir unter sorgfaltiger Schonung der Nervi vagi den Oesophagus dicht 
oberhalb der Cardia, das Duodenum etwa lem unterhalb des Pylorus. 
In beide Stiimpfe wurde eine Kaniile eingebunden. Nach sorgfaltiger 
Durchspiilung des Magens mit destilliertem Wasser wurden verschiedene 
Lésungen in diesen eingefiillt, und die Lésungen zu verschiedenen Zeiten 
analysiert, entweder aus genau abgemessenen, zu verschiedenen Zeiten 
mit der Spritze entnommenen Mengen oder aus der nach Beendigung des 
Versuchs aus dem Magen entleerten Gesamtfliissigkeit und Spiilfliissigkeit. 
Wahrend der ganzen Versuchsdauer wurde der Magen in die Bauchhéhle 
zuriickversenkt und das Tier mit einem Heizkissen umbhiillt, um starkere 
Temperatursenkungen zu vermeiden. 

Untersucht wurde die Resorption von Zucker- und Jodidlésungen. 

Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen. Die Bestimmung des Jods 
geschah nach folgender Methode: 

leem der etwa 1°, igen KJ-Lésung wurde im Scheidetrichter mit 
einer Natriumnitritlésung und verdiinnter Schwefelséure versetzt. das 
frei werdende Jod mit Chloroform ausgeschiittelt und so lange mit destil 


liertem Wasser ausgewaschen, bis die Waschfliissigkeit nicht mehr sauer 
reagierte. Ausschiitteln des im Waschwasser gelésten Jods mit Chloroform! 
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Die Titration des Jods aus dem Chloroform geschah mit n/50 Thiosulfat- 


losung. Riicktitration mit n/50 Jodlésung. 


Wurde gleichzeitig mit der Jodidlésung eine Rhodanidlésung ein- 
gefiillt, so wurde das Jod ohne Auswaschen kolorimetrisch aus dem Chloro- 


form bestimmt, da es titrimetrisch mit Thiosulfat aus saurer Lésung nicht 


zu bestimmen ist, sich aber in neutraler oder alkalischer L6sung mit Kalium- 


rhodanid umsetzt. 
KCNS + 4H,0 + 4J, = KHSO, + 7HJ + CNJ. 
Untersucht wurde die Resorption von: 


1. 1- und 10%iger Zuckerlésung. 


2. 1- und 10 %iger Zuckerlésung nach Injektion von 50 bis 100 Einh. 
Insulin, um das Diffusionsgefalle zu erhéhen. 

3. Von 1%iger Kaliumjodidlésung. 

4. Von l- und 10%iger Zuckerlésung in n/10 Rhodanidlésung. 


5. Von 1%iger Kaliumjodidlésung in n/10 Rhodanidlésung, 
n/10 Lithiumlésung. 


Kingefiillt wurden stets etwa 1l0ccm pro Kilogramm Koérper- 
gewicht. Versuchsdauer 1 bis 4 Stunden. 


Ergebnisse. 


I. Die Frage einer Zuckerresorption ist schon des 6fteren untersucht 
worden. Die Mehrzah! der Untersucher kam jedoch zu einer Ablehnung 
der Resorption fiir Zucker. 

Auch wir konnten diese Tatsache bestatigen. In zahlreichen 
Versuchen blieb das Ergebnis dasselbe. Die eingefiillte Zuckermenge 
wurde auch noch nach 4 Stunden quantitativ wiedergefunden (Versuch | 
und 2). 

Auch wenn wir die Tiere insulinisierten, derart, daB die Gewebs- 
safte arm an Zucker wurden, und wir so das Diffusionsgefalle erhéhten. 
lieB sich die Barriere nicht durchbrechen. Das Tier konnte im hypogly- 
kamischen Schock zugrunde gehen, was mehrfach geschah, wahrend 
der Magen die hundertfach lebensrettende Zuckerportion enthielt 
(Versuch 3 und 5). 

Da durch die Pernoctonnarkose der Blutzucker sehr hoch anstieg, 
muBten zur Erreichung einer Hypoglykimie sehr groBe Insulindosen 
gegeben werden; 50 bis 100 E. H. 

Auch mit den potentialsenkenden Ionen lieB sich das Resultat 
nicht andern (Versuch 4 und 5). 


Eine Veranderung der Grenzschicht geniigt nicht, um eine Resorp- 
tion zustande zu bringen. Wir miissen uns also vorstellen, daB die 
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Zellmembran allein nicht von ausschlaggebender Bedeutung fiir den 
Vorgang der Resorption ist. 


Il. Mit Jodkalium verliefen die Untersuchungen wesentlich anders. 
Jodkalium ist eine der wenigen Substanzen, die nach den Unter- 
suchungsergebnissen verschiedener Autoren vom Magen _ resorbiert 
werden kann. 


Auch wir fanden eine nennenswerte Resorption von Jod. Setzten 
wir zur Jodidlésung Li und CNS’, die, wie wir wissen, das Potential 
stark senken, so wurde eine weit gréBere Menge Jod resorbiert. 


Es ergab sich: 





Vom Jod resorbiert 
nach 1 Std. 


Betws Mri. 2 6 6 1% KJ 4.2 
a 2 1% Kd 6.9 

- » we 1% KJ,Li 11,4 
so 1% KJI,.KCNS 20,78 


In anderen Versuchen entnahmen wir nach einer Viertelstunde 
einige Kubikzentimeter der Jodkaliumlésung durch Punktion. Es 
ergab sich: 





Vom Jod resorbiert 


Retes Ne.5. ... » iy KJ 4.3 
~ SS are : 1% KJ 6,2 
= a ae 1% KJ, Li 10,5 
. ere 1% KJ, Li 10,5 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB fiir die Resorption von Jod 
die Zellgrenzschicht von Bedeutung ist. Eine Verainderung dieser 
Grenzschicht, fiir uns durch die Potentialsenkung nachweisbar, fiihrt 
zu einer wesentlich erhéhten Resorption. 


Vielleicht kénnen Untersuchungen dieser Art die ersten Anfainge 
zur Erkennung unterschiedlicher Leistungen der einzelnen Zellteile 
bedeuten. 

Versuch 1. 
Katze D. Gewicht 2 kg. Narkose: Ather, 0.4 ¢ Chloralhydrat. Potential: 

50 bis 60 Millivolt. Elinfiillen einer etwa 1°, igen Glucoselésung. 





Zeit nach Ejinfiillung in Min. Zuckergehalt der Léisung in 
iD 0.94 
30 0.92 
75 0,92 
165 0.97 
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l’é rsuch Ze 





Katze F. Gewicht 2.5kg. Narkose: Pernocton intravenés. Potential] 
80 bis 105 Millivolt. Ejinfiillen einer etwa 1° igen Zuckerlésung 

Z Zucke sung f zuck B " 
12! 15 O.4%S y2s Ss 
125 50) ] s } Ss 
1352 00 O.S7 ISH 
13 30 1.03 143 
145 30 1.05 144 

Versuch 3. 


Katze H. Gewicht 3 kg. Narkose: Pernocton intravends. Potential: 40 bis 





80 Millivolt Eintillen einer etwa 10° igen Glucoselésung 
Z nN yy 
Losuug B k 
ni) SN 
Gh 90 . 
Gh 45 , s -F < r 
11° 30 o,1 12 : Lisung 
12809 8.3 hd 
125 40 \ < F 
13% 30 7.4 Ho 
14» 30 6.5 43 
15 20 I S < 
givk s ns 5 
15" 30 6.4 


In den bisher mitgeteilten Versuchen wurden die Zucker- 
bestimmungen aus den jeweils mit der Spritze entnommenen Lésungs- 
mengen gemacht. In Versuch 3 wurden im Verlauf der vier Versuchs- 
stunden etwa 20 ccm Fliissigkeit in den Magen hineinsezerniert. So 
erklart sich die Abnahme des Prozentgehaltes an Zucker in den zu 
den verschiedenen Zeiten entnommenen Lésungsmengen, ohne dab 
eine Resorption angenommen werden muB. DaB kein Zucker resorbiert 
sein kann, geht auBerdem eindeutig aus dem Verhalten des Blutzuckers 
hervor. 


Versuch 4 
Katze U. Gewicht 2,5 kg. Narkose: Pernocton intravends. Einfiille: 
einer n/l0 KCNS-Lésung in 10° iger Glucoselésung. Potential 


oder fast 0. 





Ze ‘ar tee R 
9.2 
4 Y4 Zuckerg aus der s 
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146 30 46 
15 


G4 





*hrift 


Band 25¢ 


givkan 


ATK OSE ind 1 
uit ntrave s 

ler Lisung 

Tieres hyt 











Neue Beobachtungen iiber 6-Glucosidase. 


Von 
Carl Neuberg und Eduard Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wiederholt ist die Frage erértert, ob die bei der gegenwartigen 
Kinteilung sich ergebende Zahl der Enzyme verringert werden kann 
d. h. mit anderen Worten, ob die bisher angenommene strenge Spezifitat 
in Wirklichkeit obwaltet. Besondere Betrachtungen, die sich mit diesem 
oft diskutierten Problem befassen, finden sich bei C. Oppenheimer und 
R. Kuhn, C. Neuberg, R. Weidenhagen, H. Pringsheim und B. Helferich 
in diese Erwiagungen sind auch verschiedene z- und £-Glucosidasen 
einbezogen. 

Im folgenden werden einige neue Beobachtungen iiber #-glucosi 
dische Effekte mitgeteilt. wobei wir zunachst nur von den Tatsachen 
berichten, ihre Auswertung fiir das erwaihnte Problem jedoch zuriick 
stellen méchten. 

Der am besten bekannte Typus der f-Glucosidase liegt im 
..Emulsin®* vor. Dieses Enzym ist ein zusammengesetztes, indem es 
beispielsweise auf so ungleiche Kérper wie Milchzucker, auf das in 
doppelter Hinsicht f-glucosidische Amygdalin, sodann auf Raffinos: 
und:‘auf Melibiose einwirkt. Letztere ist ein «-Galaktosid (Haworth) 
Fiir die Takadiastase! ist nun ein Gehalt an a- und #-Glucosidase 
bekannt, und aus neueren Untersuchungen folgt, daf gelegentlich 
auch im gewoéhnlichen Emulsin -Glucosidase (wie «-Galaktosidase 
vorhanden sein kann?. 

Ein einheitlicheres Fermentmaterial diirfte in den Milchzuckerhe fen 
vorliegen. Sie spalten und vergiren Lactose ; sie greifen zudem andere Ga 
laktoside an. Drei verschiedene Milchzuckerhefen, die von uns® schon 


1 ©. Neuberg u. O. Rosenthal, diese Zeitschr. 148, 399, 1923; 145, 186 
1924; J. Hatano, ebenda 151, 501, 1924; daselbst auch die Beobachtung 
daB Phenolglucoside leichter als Alkoholglucoside gespalten werden. 

° B. Helferich u. H. Appel, H. 205, 231, 1932. 

> OC. Neuberqu. E. Hofmann, diese Zeitschr. 252, 434, 1932; EB. Hofman 


ebenda 253, 462, 1932. 
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friiher fiir andere Zwecke angewendet worden sind, wurden herangezogen, 
nimlich Saccharomyces fragilis, Saccharomyces Kefir und die Milch- 
zuckerhefe Sp. 102. 

Am eingehendsten ist, wie in der Arbeit des einen von uns 
(s. 8S. 462) dargelegt werden wird, Saccharomyces fragilis gepriift. Alle 
drei Lactosehefen verhalten sich grundsatzlich gleich. Es laBt sich all- 
gemein folgendes angeben: 

Die aus den Milchzuckerhefen bereiteten Fermentlésungen spalten 
nicht nur Galaktoside im weiteren Sinne, wie Milchzucker, Lactose- 
ureid und Lactobionsiure sowie nach ilteren Angaben von Emil 
Fischer! B-Methyl-, Athyl und Phenyl-galaktosid, sondern greifen die 
eigentlichen f-Glucoside ebenfalls an, z. B. Amygdalin, #-Methy!- 
glucosid, Salicin, Arbutin sowie Cellobiose. Dagegen wird das durch 
das Enzym Emulsin (aus Mandeln) zerlegbare Disaccharid Melibiose 
nicht in nachweisbarem Umfange hydrolysiert. 

Bemerkenswerterweise geht nicht in allen Fallen enzymatische 
Spaltung und Vergirbarkeit durch die entsprechende frische Hefe 


' 
| 
Hand in Hand: z. B. wird Milchzucker von allen drei Erregern glatt 
umgesetzt, wibhrend die in der Literatur* iiberhaupt als nicht ver- 
girbar bezeichnete Cellobiose von Milchzuckerhefe 102 weitgehend., von 
Saccharomyces fragilis jedoch nur schwach und von Saccharomyces 


Kefir tiberhaupt nicht vergoren wird.  Hierfiir kénnte als Erklirung 


natiirlich die Permeabilitat herangezogen werden. In der Tat zeigen 
die drei genannten Hefen bei der Freilegung ihrer Enzyme durch Ver | 
fliissigung mit Essigester ein verschiedenes Verhalten, indem die Auf 
lésung der Zellwand am leichtesten bei Milchzuckerhefe 102, am 

schwersten bei Saccharomyces Kefir erfolgt. Es kann noch darauf 


aufmerksam gemacht werden, daB die S-Glucosidase der drei genannten 
Lactosehefen insofern sich von der 6-Glucosidase des Emulsins unter 
scheidet, als die #-Galaktoside samt und sonders leichter gespalten 
werden als die §-Glucoside, wahrend beim Emulsin die Verhaltnisse 
iestgestelltermaBen umgekehrt liegen. 


Versuche. 
A. Bereitung der Fermentlisung, 


Nach Emil Fischer® gelingt die Herstellung einer wasserigen Ferment- 
losung aus Milchzuckerhefe4nur dann, wenn man von den zuvor an der Luft 


1 Emil Fischer hat in vielen Fallen nur rohe Kefirkérner und keine 
feinkultur angewendet; die Fermentl6sungen wurden aus der getrockneten 
und zerriebenen Hefe hergestellt (B. 35, 3153, 1902). 

2 Zd.H.Skraup u. J. Konig, Wiener Monatshefte f. Chemie 22, 1011, 1901 

3 E. Fischer, B. 27, 3481, 1894. 

4 Kine Angabe tiber die Art der Lactosehefe fehlt. 


9G * 
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getrockneten und mit Glaspulver fein zerriebenen Pilzen ausgeht. Wirk- 
samer als eine solche Lésung erwies sich jedoch die entwasserte Milchzucker- 
hefe selbst, wenn sie unter Zusatz von Toluol oder Chloroform als Enzym 
material benutzt wurde; aus KefirkéOrnern lassen sich dagegen Ferment 
l6sungen durch einfaches Schitteln mit Toluolwasser bereiten. Auf ahnliche 
Art scheinen auch alle anderen in der Literatur beschriebenen Lactase 
praparate hergestellt worden zu sein. PR. Willstdtter und G. Oppenheimer’ 
haben gezeigt, dali die zuerst bei unter- und obergariger Hefe fiir eine Frei 
legung von Maltase bzw. x-Glucosidase bewahrte Vertlussigung der schart 
abgepreBten Frischhefe durch Essigester oder Chloroform sich auch aut 
Milchzuckerhefe tibertragen Jabt. Die von ihnen erhaltenen Ferment 
zubereitungen besaBen jedoch eine in weiten Grenzen schwankende Wirk 
samkeit, und bei ihren Versuchen, die sich nur auf die Spaltung des Milch- 
zuckers erstreckten, haben die Autoren weniger mit FermentlOsungen als 
mit den durch Verfliissigung und Wasserzugabe entstandenen Suspensionen 
gearbeitet. 


Fiir die im folgenden beschriebenen Versuche haben wir uns wieder- 
um der drei erwaihnten Milchzuckerhefen Saccharomyces fragilis 
(Jorgensen), Saccharomyces Kefir und Milchzuckerhefe Sp. 102. des 
Instituts fiir Giarungsgewerbe in Berlin bedient, die im hiesigen Institut 
auf Molkenagar geziichtet worden waren. Zur Gewinnung gréBerer 
Mengen frischer Hefe wurden 20 ccm Bierwiirze mit dem gleichen 
Volumen Leitungswasser verdiinnt, nach Zufiigung von 7°, Milchzucker 
und nach Sterilisation beimpft: diese bei 26° aufbewahrten Kulturen 
wurden nach 72 Stunden zu gréBeren Mengen der gleichen Nahrlésung 
gegeben. Nach weiteren 4 Tagen wurde die Hefe durch Zentrifugieren 
gesammelt, auf der Nutsche scharf abgesaugt und noch mehrmals mit 
keimfreiem Wasser gewaschen. 

Aus 6 Litern Nahrlésung gewannen wir so 30 bis 40 g frischer Hefe 
Saccharomyces fragilis, aus je 2 Litern 8g Milchzuckerhefe Sp. 102. 
und nur 3,5g Saccharomyces Kefir. 

Die drei Hefen verhielten sich bei der Herstellung der Ferment 
lésungen sehr ungleich. Wahrend beim Verriihren von 5 g Milchzucker- 
hefe Sp. 102 mit 0,5cem Essigester bereits nach 5 Minuten weit- 
gehende Verfliissigung eingetreten war, dauerte der gleiche Vorgang 
bei Saccharomyces fragilis etwa 10 Minuten, und bei Saccharomyces 
Kefir war selbst bei Verwendung von mehr Essigester und laingeret 
Einwirkung nur schwer Plasmolyse zu erzielen. Die nach 2 Tagen in de1 
friiher? beschriebenen Weise erhaltenen Fermentlésungen (die aus 
10g Hefe gewonnene Lésung wurde auf 50 ccm verdiinnt und bei 
Gegenwart von Toluol im Eisschrank aufbewahrt) zeigten einen ver- 
schiedenen Gehalt an £-Glucosidase. Am schwachsten war die Wirksam 


1 R, Willstatter u. G. Oppenheimer, H. 118, 168, 1922. 
2 ('. Neuberq u. E. Hofmann, |. c. 
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keit des Ferments aus Saccharomyces Kefir, jedoch lieBen sich auch damit 
alle Substrate zerlegen, die durch die hauptsichlich benutzte Glucosidase 
aus Saccharomyces fragilis hydrolysiert werden 


B. Spaltung von /$-Glucosiden durch Fermentlisung 
aus Saccharomyces fragilis. 

In Vorversuchen erwiesen sich die py-Optima der neuen Glucosidas 
verschieden von den fiir das Emulsin gegeniiber diversen Substraten 
angegebenen Werten:; deshalb wurden in mehreren Versuchsreihen die 
fiir die herangezogenen Glucoside geeignetsten Wasserstoffionen- 
konzentrationen ermittelt. Diese Versuche sind meist mit geringeren 
Fermentmengen ausgefiihrt. Fur die Hauptversuche wurden in der 
Regel 2 cem der Enzymlésung auf je 10 cem Versuchslésung verwendet 
Die Substratkonzentration betrug bei p-Methylglucosid (C;H,,O, 

', H,O) 0,094 g in 10 cem (0,94°,). Um Vergleiche zu erméglichen, 
wurden die anderen Glucoside in aquivalenten Mengen, d.h. mit 
gleichem Glucosegehalt, Lactose und Lactose-ureid mit gleichem 
Galaktosegehalt, untersucht. 


Alle Fermentlésungen besaBen in der verwendeten Konzentration 
nur eine minimale Eigendrehung, die sich selbst bei mehrtagiger Ver- 
suchsdauer nicht anderte. Sie brauchte nicht in Rechnung gezogen zu 
werden, weil sofort bei Ansatz der Versuche eine Probe der Polari- 
sation unterworfen wurde und fiir Feststellung des Spaltungsgrades nur 
die Drehungsainderung zu beriicksichtigen war. 


Ahnlich verhalt es sich mit der minimalen Reduktionskraft der 
Fermentlésungen gegentiber Fehlingscher Mischung. 


Alle Versuche wurden zur Wahrung der Sterilitat bei Gegenwart 
von etwa 1°, Toluol durchgefiihrt. Die angegebenen py-Werte wurden 
elektrometrisch gemessen. Die Puffergemische wurden aus m 5 Lé- 
sungen von primarem und sekundirem Phosphat oder m 5 Natrium- 
acetat plus Essigsaure hergestellt. 


7. Spalitung von p- Meth ylgluc osid durch Ferme ntlosung aus Saccharom yces fraq, 


a) Feststellung des py-Optimums. 


Die Versuche wurden bei 37° mit 10 cem Gesamtgemisch durchgefiihrt ; 
es bestand aus je 1 cem 9,4°,iger §-Methylglucosidlésung, 2 cem Ferment 
lésung, 3cem H,O und 4ccem Acetat- bzw. Phosphatpuffer verschiedener 


Zusammensetzung nebst 0,1 cem Toluol. Nach 4 und 10 Stunden wurden 


2 ccm aus jedem Ansatz entnommen und die abgespaltenen Glucosemengen 


1 


nach Lehmann-Maquenne* bestimmt. 


! Siehe Vorschrift bei C. Newberg, Der Harn, 8S. 396. Berlin 1911. 
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In l0cem Gesamtvolumen 0,094 g //-Methylglucosid + 2 cem Ferment- 
lésung aus Saccharomyces frag., ¢ 37°. 
Ver- eem n/10 Natriumthiosulfat * Spaltung * 
such Pufferung fiir 2cem nach in % 9 nach Pu 
Nr 4 Std. 10 Std. 4Std. 10 Std 
l Natriumacetat, Kssigsaure 
|, See eae 0,15 0,20 2,8 3,8 4,5 
2 Natriumacetat, Essigsaure 
acs ae Sie ab 0,15 0,35 2,8 6,6 4,7 
3 Natriumacetat, Essigsiure 
ree wee ke 1,5 2,35 28,3 | 44,3 | 5,3 
4 Phosphatpuffer prim. : see. 
Bee: oi es ea 2,45 3,15 46.2 59,7 63 
5 Phosphatpuffer prim. : sec. 
= ise ae — 1,64 2,15 31.0 406 69 


* Bei 100°/,iger Spaltung wiirde Fehlingsche Mischung entsprechend einem Verbrauch 
{ o 
von 5,3cem n/10 Natriumthiosulfat fiir 2ccm Versuchslisung reduziert. 


Siehe hierzu Abb. 1. 
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b) Verlauf der Spaltung von (/-Methylglucosid durch Ferment 


aus Saccharomyces frag. 


Die Versuche wurden bei 37° und in Anwesenheit von Toluol ausgetiihrt 


Pufferung durch Phosphatgemisch prim. : sec. 4:1; pu 6.4. Ferment 
menge 2cem in 10cem Versuchslésung. Konzentration des /-Methy! 
glucosids 0,94 %. 


Der Verlauf der Spaltung ergab sich durch Bestimmung der Drehung 
im 2-dm-Rohr; verwendet 2 cem des Gemisches mit Zugabe von 1 ccm 
n Sodalésung. Die Halbwertszeit (Dauer der 50°,igen Hydrolyse) wurc 
einer graphischen Darstellung entnommen, bei der als Ordinaten die beohb 
achteten Drehungsaénderungen, als Abszissen die entsprechenden Zeite1 


aufgetragen wurden. 
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Substrat 0,94°, $-Methylglucosid (C;H,,O, . '/. H,O). 2 com Fermentlésung 





aus Saccharomyces frag. in 10 ccm Gesamtvolumen. py 6,4. t = 37°. 
Zeit Beobachtete Spaltung k= .. bait cbeonie 
Drehung Drehungsinderung t 1 1 
Std 0 tin Std 
0) - 023° 0? 0 
2 - 010° 0,13° 26.3 h 0,065 16 
31), — 0,08° 0,15° 30,3 k 0,047 35 
5 - 0,059 0,18° 36,4 k 0,017 11 
241), + 0,05° 0,28° 56,6 k 0,014 58 
berechnet 0.495° 100 
19,5 0,258° a0 


2. Spaltung von Salicin und Arbutin mit Ferment aus Saccharomyces frag. 


a) Versuche mit Salicin. 
Je 10cem Gesamtmischung enthielten 4cem 3,3°,ige Salicinlésung 
0,132 g Salicin, daquivalent 0,094 g $-Methylglucosid oder 0,0833 g Glucose, 
und 2cem Fermentlésung, 3cem Phosphatpufferlésung, py 6,1, + O,leem 
Toluol. 
Zur Beobachtung des Verlaufs der Spaltung wurden von Zeit zu Zeit 
2ccm entnommen, mit Il ccm n Sodalésung versetzt und polarisiert. 


Versuch A bei 37°. 


0,132 g Salicin und 2 ccm Fermentlésung aus Saccharomyces frag. in 10 cem 





Gesamtvolumen. py 6,1. 
Zeit I Spaltung k , rm 
gy Drehungsinderung a ro "a—z2z 
Min. 0/5 tin Min 
0 — 0,55° ()° 0 
40 0),43° (),12° 13,95 k — 0,001 61 
150 — 0,15° 0,40° 46,4 k 0,001 80 
300 + 0,05° 0,60° 69,7 k —- 0,001 73 
420 + 0,15° 0,70° 81,2 h 0,001 73 
berechnet 0.86° 100 
165 " 043° 0 


Versuch . 1, bei 229. 


0,132 g Salicin und 2 cem Fermentlésung aus Saccharomyces frag. in 10 cem 





Gesamtvolumen. py 6.1. 
1 
Zeit Beobachtete Spaltung k —-+ log : 
Drehung Drehungsinderung t a I 
Min. 0/5 t in Min 
0 0.55° 0° 0 
90 — 0,39° 0,16° 18.6 h 0,001 00 
YAN 030° 0,259 29.0 k 0.000 755 
360 — 0,189 0,379 43.9 k 0.000 675 
berechnet 0.86° 100 








' 
' 
‘ 
' 
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b) Versuch mit Arbutin. 


In 10 cem Gesamtvolumen: 0,12 g¢ Arbutin, 5c¢em Phosphat puffer 





prim. ; sec. 4:1 und 2cem Fermentl6sung aus Saccharomyces frag 
t 37°, PH 6,2. 

, 53 P y* 

Zeit mg Cu aus 2cem Versuchslisung Spaltung 

Std. 0 

2 31,7 57 

4 47,0 88 


Die Spaltung wurde durch Bestimmung der freien Glucose und des Hydrochinons mit 
Fehlingscher Lésung sowie mit Hilfe der von R. Willstatter und G. Oppenheimer! aufgestellter 
Tabelle verfolgt 


>. Spaltung von Amygdalin durch Ferment aus Saccharomyces frag. 


a) puo-Optimum der Amygdalinspaltung. 


Die bei 37° und bei Gegenwart von Toluol angestellten Gemische ent 
hielten in 10cem Volumen 0,1 g Amygdalin (Cy,H,;O,;,;N .3H,O), aqui 
valent 0,705 g Glucose, ferner 1 cem Fermentl6sung und 3 cem Acetat- oder 
Phosphatpuffer verschiedener Zusammensetzung. Zur Ermittlung des 
Zerlegungsgrades wurden nach 10 Stunden 5cem bei jedem Versuch ent 
nommen, mit sehr verdiinnter Schwefelséiure und 10 cem Wasser versetzt 
und durch Einleiten von Wasserdampf von der entstandenen Blauséure 
befreit; anschlieBend wurde die abgespaltene Glucose bestimmt. (Bei 
100 °,,iger Hydrolyse reduzieren 5ccm Versuchslésung Fehlingsche Lésung 
entsprechend 11,21 cem n/10 Natriumthiosulfatverbrauch. ) 


0,1 g Amygdalin und lcem Fermentlésung aus Saccharomyces frag. in 
10cem Gesamtvolumen. t¢ 379, 





eem n/10 Natrium- : 
. Spaltung 


Versuch Pufferung thiosulfat PH 
fiir 5cem Lésung 
a Phosphat prim.: sec. 1:2 9,0 80,2 6,7 
b Phosphat prim. : sec. 4: 1 9,65 86,2 5,94 
c Natriumacetat, Essigsaure 4 : 1 8.6 76,8 5,0 
d Natriumacetat, Essigsiure 1 : 2 3.7 33,0 4.3 


Abb. 2 
pu-Optimum bei Spaltung von 
Amygdalin durch Fermentlisung 

aus Sacch. frag 








, a oe oe 
a ae 7 Dy 


1 R. Willstdtter u. G. Oppenheimer, H. 121, 187, 1922. 
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b) Verlauf der Amygdalinspaltung 
Der Ansatz enthielt in 10 cem 3 ccm Fermentlésung, 3 cem Phosphat 
puffer (py 6,2), 0,1 g Amygdalin und einen Tropfen Toluol. Die enzy 
matisch abgespaltene Glucose wurde wie beim vorhergehenden Versuc!} 
nach Einleiten von Wasserdampf mit Fehlingscher Lésung bestimmt 


0,1 ¢ Amygdalin und 3cem Fermentlésung aus Saccharomyces frag. in 





10 cem Gesamtvolumen. t¢ 37°. PH Ss. 
Zeit ecm n 10 Natriumthiosulfat Spaltung 
Std fir 2ccem Lisung 
0 0.1 0 
23, 3,2 70) 
10 4.4 9S 

berechnet 4.49 100 


. Spaltung ron Velibiose. Raffinose und Saccharose durch Fermente avs 


Saccharom yce s fraqd. 
a) Versuch mit Melibiose. 


Der Versuch wurde bei 37° in Ansatzen mit 10 cem Gesamtvolumen 
durchgefthrt. Darin waren enthalten: 0,15 g Melibiose (Cy, HO}, . 2 H,O),. 


entsprechend 0,136 g wasserfreier Melibiose, 3c¢cem m5 Phosphat puffer 


(Pu 6,1) und 2cem Fermentlésung. Sofort bei Versuchsbeginn wurden 
2 cem der Lésung abpipettiert, mit | ccm n Soda versetzt und im 1l-dm-Rohi 
polarisiert. x 04°. Von Zeit zu Zeit entnommene Proben wiesen auch 


nach 6 Tagen unverinderte Drehung auf, die bei einer fermentativen Spaltung 
in Glucose und Galaktose eine bedeutende Abnahme hatte erleiden miissen. 

2cem derselben Versuchslésung reduzierten zu Anfang Fehlingsche 
Mischung entsprechend einem Thiosulfatverbrauch von 4,55cem n_ 10 Losung. 
Nach 6 Tagen war keine Zunahme des letzteren festzustellen. 


b) Versuch mit Raffinose. 


0.2 g Raffinose (Cj),H.0,,.5H,O) wurden in 5cem Wasser gelést, 
mit 3cem Phosphatpuffer (py 6,0), 2cem Fermentlésung sowie einem 
Tropfen Toluol versetzt und bei 37° aufbewahrt. Zur Beobachtung det 
Hydrolyse wurden sofort beim Beginn sowie nach 20 und 43 Stunden Proben 
von je 2cem entnommen und die freien Zuckermengen mit Fehlingscher 
Lésung festgestellt. Da Raffinose selbst nicht reduziert. gibt die erste 
Bestimmung die Eigenreduktion des Ferments an. 


Versuch R;. 





0.2 g Raffinose und 2cem Fermentlésung aus Saccharomyces frag. in 
l0cem Gesamtvolumen. ¢ 37°. pn 6.0. 
Zeit ecm n/10 Natriumthiosulfat Spaltung in Melibiose 
Std fiir 2cem R, und Fractose 
0 0,15 0 
20 7.05 98 
43 7.15 99 
berechnet 7,20 100 


| 
} 
| 
| 
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Bei Berechnung des Spaltungsgrades werden fiir Fructose die in den 
bekannten Tabellen angegebenen, fiir Melibiose die im vorhergehenden Ver- 
suche gefundenen Reduktionswerte benutzt. 


c) Spaltung aquimolekularer Mengen von Raffinose 
und Saccharose. 


0,865 g¢ Raffinose bzw. 0,5 g Saccharose wurden in 10cem <Acetat- 
putter (px 
auf 25ccem aufgefillt und bei Gegenwart von Toluol bei 22° aufbewahrt. 
Die Bestimmung der Drehung geschah im 2-dm-Rohr mit Proben von 5 cem 
nach Zugabe von leem 2n Soda. 


Versuch Rg. 


In 25cem 0,865 g Raffinose und 3cem Fermentlésung aus Saccharomyces 
frag. ¢t 22°. pu 4,7. 





4,7) gelést, nach Zusatz von 3 ccm Fermentlésung mit Wasser 


Zeit Beobachtete Drehung Drehungsinderung Spaltung 
Std. 0/5 
0 + 6,05° 0° 0 
13), + 5,20° 0,85° 29,4 
Bll, 4+ 430° 1,75° 60.6 
20 + 330° 2,75° 95,2 
44 + 3,30° 2,75° 95,2 
berechnet 2,89° 100,0 
4 145° 50.0 


Versuch S. 


In 25cem 0,5 g Saccharose und 3ccm Fermentlésung aus Saccharomyces 





frag. ¢t 22°. py 4,7. 
Zeit Beobachtete Drehung Drehungsinderung Spaltung 
Min "lo 
0 + 2,20° 0° 0 
5 + 1,10° 1,10° 38,6 
10 + 0,10° 2,10° 73,7 
15 — 0,52° 2,72° 95.4 
herechnet 2,85° 190,0 
r 1,420 50.0 





Ein Vergleich beider Versuche lehrt, daB die Saccharose bereits nach 
7 Minuten zu 50°, gespalten war, wahrend unter den gleichen Bedingungen 
die Aquivalente Menge Raffinose erst nach 4 Stunden zur Halfte in Melibiose 
und Fructose zerlegt wurde. DaB wirklich eine Spaltung in diese beiden 
Bestandteile eintritt, ergibt sich, abgesehen von der im vorstehenden nach- 
gewiesenen Bestandigkeit der Melibiose gegen das Ferment aus Saccharo 
myces frag. auch aus der Ubereinstimmung des gefundenen Spaltungsgrades 
bei den Versuchen F#, und FR,. In beiden Fallen nahm nach einer gewissen 
Zeit weder die Reduktionskraft (bei R,) noch die Drehung (bei ?,) mehr zu. 
Wahrend bei Spaltung in Melibiose und Fructose sich aus beiden Versuchen 
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iibereinstimmend Hydrolyse zu 95 bis 99°, ergibt, wurden bei Eintritt der 
von Neuberg! aufgefundenen Zerlegung in Galaktose plus Rohrzucker und 
insbesondere bei der sicher zu erwartenden Inversion des letzteren ganz 
andere Werte zu verzeichnen sein. 


5. Spaltung von Cellobiose durch Fermentlésungen aus Saccharomyces frag. 
und Milchzuckerheje Sp. 102 und Vergdrung von Cellobiose durch lebende 
Milchzuckerheten. 


a) H ydrolyse der Cellobiose. 


4cem 83° ige Cellobioselésung ( 0,332 g Cellobiose) werden mit 
10cem Phosphatpufterlésung (px 6.1) und 4cem Fermentlésung ver- 
setzt, auf 25cem mit Wasser aufgefillt und nach Zugabe von 0,3 ccm 
Toluol bei 37° aufbewahrt. Die Spaltung verfolgten wir durch Bestimmung 
der Drehung an Proben von 5ccm, die mit 1 cem n Soda versetzt und im 
2-dm-Rohr polarisiert worden waren. 


0,332 g¢ Cellobiose und 4ccem Fermentlésung aus Saccharomyces frag. 





in 25cem Gesamtvolumen. py 6,1. ¢ 37°, 
Zeit Beobachtete Drehung Drehungsinderung Spaltung 
Std. ( 
0 + 0,72° 0? 0, 

3 L 0). 820 0,10° 21,2 

93 + 0.969 0,24° 51,5 

47 + 0,98° 026° 55,3 

berechnet 0,466° 100.0 

etwa 20 ps 0.233° 50.0 


b) Vergarung von Cellobiose. 


Je lg frischer Hefe der drei genannten Milchzuckerhefen wurde zu 
20cem 1°. iger Cellobioselésung gegeben, die etwas Ammoniumsulfat und 
5eem m/5 Phosphatpuffer 1:1 enthielt, in Garréhrchen gefillt und bei 
37° aufbewahrt. Wahrend Saccharomyces Kefir kein Gas zu liefern ver- 
mochte, setzte im Versuch mit Milchzuckerhefe Sp. 102 nach mehreren 
Stunden Gérung ein, die nach 2 Tagen wieder zum _ Stillstand kam, 
aber selbst dann war noch etwas Kohlenhydrat vorhanden, wie Reduktions 
probe und Polarisation anzeigten. Bei Saccharomyces frag. wurden erst 
nach dreitatigem Aufbewahren bei 26° geringe Mengen CQO, gebildet. 


6. Spaltung von Lactose und Lactose-ure id durch Lactase aus 
Saccharomyces fraq. 
Versuche bei 37° In 1l0cem Gesamtvolumen waren 2 ccm Ferment- 
lésung, 4 cem m/5 Phosphat puffer (px 6,7). 2 cem 8,3 °ige Lact oselésung 
0,166 ¢ Cy Hg.0,, . 1 HgO baw. 0,200 g Lactose-ureid * Cy, He4Oy, Ne. H.9, 
und Wasser ad 10 cem enthalten, ferner 0,1 cem Toluol. Zur Polarisation 


' ©. Newberg, diese Zeitschr. 3, 519, 1907. 
2 Genau 0,166 g¢ Lactose aquivalent waren 0,186 g¢ Lactose-ureid. 
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wurden 2cem Versuchsl6sung in 1] cem n Sodalésung pipettiert und dis 
Drehungen im 2-dm-Rohr beobachtet. 


0.166 g¢ Lactose und 2cem Fermentl6sung aus Saccharomyces frag. in 





l0cem Gesamtvolumen. ¢ 37°. pr 6.7. 
Zeit jeobachtete Drehung Spaltung 
Ze I a n e t Dre hung Drehungsiénderung paltung 
Min im 2-dm-Rohr 
0 1.27° i i) 
35 + 1,47' 0,20 56,2 
85 1,55 0,51° 88.5 
160 + 1,599 0,320 915 
berechnet 0.35° 100 
etwa 28 “ O175 50 








0.2 ¢ Lactose-ureid und 2cem Fermentlésung aus Saccharomyces frag. 
lQcem Gesamtvolumen. py S73. ¢ 37°. 
sa —_—e Drehungsanderung Spaltung 
0 + 0,069 ()° (y' 
35 + (,46° 0.409 60.7 
85 + 065° 0.59° 89.3 
160 + 0,70° 0.64° 97.0 
berechnet 066° 100 
$7 033° oO 


y 


7. Versuche mit Fermentlésung aus Milchzuckerhefe Sp. 102. 


Aus 6g frischer Hefe wurden durch Verfliissigung mit 1 cem Essig 
ester in derselben Weise wie bei Saccharomyces frag. 30 cem Ferment 
l6sung erhalten. Eine Reihe von Versuchen mit /-Glucosiden ergab, dal 
auch die Fermentlésung aus dieser Hefe $-Glucosidase ungefahr in gleicher 
Menge enthielt, wie dies bei Saccharomyces frag. der Fall war. Die Ver 
suche wurden in der beschriebenen Weise angesetzt und durchgefiihrt. Als 
Substrate dienten die genannten Glucoside bzw. disaccharidischen Stoffe: 
die Ergebnisse waren die gleichen wie dort, so daB auf die genaue Beschreibung 
der einzelnen Versuche verzichtet werden kann. Jedoch seien zu Vergleichs 
zwecken einige Halbwertszeiten angegeben: 0.186g Lactose-ureid mit 
Puffergemisch und 2cem Fermentlésung zu l0cem gelést. wurden be 
37° in 24 Minuten zu 50°, gespalten, die aquivalente Menge Salicin i 
23, und #-Methylglucosid in 25 Stunden. 


DaB die Fermente aus den beiden Milchzuckerhefen gegeniiber den 
selben Substraten praktisch gleich wirksam sind, ergibt sich aus de! 
Daten, die in nachstehender Tabelle zusammengestellt sind. 





Aquive 


0.094 ¢ 
0,132 g 
0,163 ¢ 


0,186 ¢ 
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optimalem PH werden bet 





hei Substrat in ce 
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0,094 g 3-Methyl-glu 
Salicin 

0.163 ¢ Lactose 

0,186 g Lactose-ureid 
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Die B-Glykosidase der Milchzuckerhefen. 


Von 
Eduard Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 22. Oktober 1932.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


In friiheren Arbeiten wurde gezeigt, daB die aus Milchzuckerhefen 
durch rasche Verfliissigung mit Essigester hergestellten Fermentldsungen 
Lactobionsaure! und Lactose-ureid spalten, und zwar das letztere mit 
derselben Geschwindigkeit wie den Grundkérper, den Milchzucker, ob 
gleich die Konstitution beider Substrate verschieden ist. Von den 
Fermentlésungen, die sich aus den drei untersuchten Lactosehefen dar- 
stellen lassen, sind die aus Saccharomyces fragilis besonders wirksam 

Saccharomyces fragilis gehért zu den echten Saccharomyceten* 
waihrend die Stellung der anderen Milchzuckerhefen im System zweifel 
haft ist, indem sie zu den wilden Hefen gerechnet werden. Man hat 
bisher angenommen, daB diese Lactosehefen nur auf Galaktoside ein- 
gestellt seien. Emil Fischer? hat mit Fermentlésung aus Milchzucker- 
hefen keine Einwirkung auf p-Methylglucosid beobachten kénnen: 
E. Bourquelot und H. Hérissey* traten auf Grund zahlreicher negativer 
Versuche mit Kefirausziigen und Enzymen aus Aspergillus niger 
Polyporus sulfureus sowie aus den Blattern des Kirschlorbeer fiir strengs 
Spezifitat von B-Glucosidase und $-Galaktosidase ein. 

Aus dem folgenden ergibt sich. dais kein derartiger einseitige! 
Effekt auf Galaktoside bei den Milchzuckerhefen vorhanden ist 

Fiir die Identitaét von f-Glucosidase und £-Galaktosidase soll nach 
B. Helferich und Mitarbeitern® das konstante Verhaltnis des Spaltungs 


1 C. Neubergu. E. Hofmann, diese Zeitschr. 252, 434, 1932; EB. Hofmann, 
ebenda 253, 462, 1932. 

2 4. Jérgensen, Die Mikroorganismen der Garungsindustrie, 1898, 8. 377 

3 E. Fischer, B. 27, 3482, 1894. 

* EB. Bourquelot u. H. Hérissey, C. rv. 187, 56, 1903. 

5 B. Helferich, R. Gootz u. G. Sparmberg, H. 205, 201, 1932; B. Helferic/ 
u. H. Appel, ebenda 205, 231, 1932. 
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vermégens verschiedener Emulsin-priparate gegeniiber beiden Arten 
von f-Glykosiden sprechen. 

In den Fermentlésungen aus den Milchzuckerhefen liegt jedenfalls 
eine B-Glykosidase vor, bei der ein ganz anderes Verhialtnis fiir den 
KinfluB auf Galaktoside und Glucoside besteht. 


Wahrend nach H. EF. Armstrong. E. F. Armstrong und E£. Horton' 
die Einwirkung der Lactase des Emulsins auf Milchzucker in aus- 
geprigtem Mabe durch Glucose, aber nur wenig durch Galaktose ge- 
hemmt wird, liegen die Verhaltnisse bei der Lactase der Kefirkérner 
jedoch genau umgekehrt. Aus diesem Grunde glauben die Autoren zwei 
Lactasen, eine Glucolactase des Emulsins und eine Galaktolactase in den 
Kefirkérnern, annehmen zu miissen. Die beiden Lactasen unterscheiden 
sich nach R. Willstdtter und G. Oppenheimer? auBerdem durch ihr 
pu-Optimum; wahrend namlich die Hydrolyse der Lactose durch 


Emulsin bei pq = 4,4 am schnellsten geschieht, erfolgt die Lactose- 
spaltung durch Milchzuckerhefen am besten bei py 7. Die angegebenen 


Hemmungserscheinungen bei Zerlegung der Lactose durch die beiden 
genannten Fermente (Kefir und Emulsin) konnte ich, wie aus meinen 
Versuchen hervorgeht, bestatigen. 


Bei der Spaltung durch Kefir-lactase ist es gleichgiiltig, ob man als 
Substrat Lactose oder Lactose-ureid verwendet: die Verhaltnisse beim 
Emulsin liegen freilich wesentlich anders. Hier tritt bei der Zerlegung 
des Lactose-ureids sowohl bei Zugabe von Glucose als von Galaktose 
Hemmung ein, und zwar ist sie mit Galaktose am stirksten. 


Fiir die Spaltung der f-Glucoside durch Emulsin sind von ver 
schiedenen Seiten die giinstigsten Wasserstoffionenkonzentrationen be- 
stimmt: sie liegen fiir die meisten Substrate bei py $0 bis 4.7 
Fiir die neue Glucosidase aus den Milchzuckerhefen haben diese Zahlen 
keine Giltigkeit; das py-Optimum ist ahnlich, wie schon von R. Will- 
staitter und G. Oppenheimer fiir die Milchzuckerspaltung gefunden 
wurde, nach dem Neutralpunkt verschoben. Es liegt sowohl fiir Salicin 
als fiir 6-Methylglucosid bei etwa 6 und fallt nach beiden Seiten hin 
verhaltnismaBig rasch ab. Nur gegeniiber Amygdalin besitzen sowohl 
Emulsin als die Fermentlésungen aus Milchzuckerhefen das gleiche breite 
Pa-Optimum. 

Weitere Unterschiede zwischen der Glykosidase des Emulsins und 
der neu beschriebenen bestehen in der Ainetik der beiden Enzyme 


1H. E. Armstrong, E.F. Armstrong u. E£. Horton, Proc. Roy. Soc 
London [Ser. B] 80, 321, 1908. 

2 E. F. Armstrong, ebenda 73, 516, 1904. 

3 R. Willstatter u. G. Oppenheimer, H. 11S, 168, 1922. 
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Nach den verschiedenen Angaben stellt die Spaltung der Lactose 
wie die Hydrolyse der £-Glucoside durch Emulsin eine monomolekulare 
Reaktion dar!. Fiir die Einwirkung der Milchzuckerhefe auf Lactose 
konnten R. Willstatter und G. Oppenheimer? einen solchen Reaktions- 
verlauf nicht verzeichnen; die Affinitatskonstanten fielen verhaltnis- 
maBig rasch ab. 

Die £-Glucosidasewirkung des Fermentes aus Milchzuckerhefen ist 
ebenfalls keine monomolekulare Reaktion, wie aus den verschiedenen 
Versuchen, insbesondere aus der Spaltung des Salicins, hervorgeht: 
die Werte fiir die Affinitatskonstante sanken regelmaBig nach einem 
anfanglichen Anstieg in den beiden ersten Messungen. 

In den Untersuchungen von K. Josephson® und anderen ist gezeigt, 
daB die Wirkung des Emulsins auf £-Glucoside durch Glucose stark, 
durch Galaktose in geringerem MaBe gehemmt wird. In dieser Beziehung 
liegen bei dem neuen Ferment gegeniiber f-Glucosiden gleiche Ver- 
haltnisse vor, wihrend es in seiner Wirkung auf Lactose im Gegensatz 
zum Emulsin vorwiegend durch Galaktose beeinfluBt wird. 

Aus den wéisserigen Fermentlésungen 1aBt sich mit Alkohol und 
Ather ein Trockenpraparat gewinnen. Dieses besitzt, wie meine Mitteilung 
lehrt, spaltende Kraft sowohl gegeniiber B-Galaktosiden als B-Glucosiden. 
Auch bei dem festen Enzymmaterial liegt das py-Optimum gegeniiber 
Salicin als Substrat bei etwa 6, wie das fiir die urspriingliche Ferment- 
lésung festgestellt worden ist. In seiner Wirksamkeit auf Lactose ist 
es den besten Emulsinpraparate iiberlegen und wohl das aktivste aller 
bislang bekannten Lactasepra parate. 


Versuche. 

Die Darstellung der Fermentlésungen geschah in gleicher Weise, wie 
dies in der vorhergehenden Abhandlung beschrieben worden ist, durch 
Verfliissigung der frischen Lactosehefe mit Essigester. 

W illstdtter und Oppenheimer bedienten sich zur Charakterisierung der 
Lactasewirkung der Halbwertszeit. (Dauer der 50°,igen Hydrolyse von 
2.5g¢ kristallwasserhaltiger Lactose in 50 cem Wasser mittels 1 g Milchzucker- 
trockenhefe oder der entsprechenden Fermentmenge.) Jedoch erwiesen 
sich ihre Praparate als sehr verschieden; die Zahlen schwankten zwischen 
7 und 3000 Minuten. 

Bei 25°, Trockensubstanz der frischen Hefe fand ich in einigen 
Versuchen mit Lésung aus Saccharomyces frag. fiir gleiche Mengen 


1 R. Willstdtter u. W.Csdadnyi, H. 117, 172, 1921; R. Willstdtter u. 
G', Oppenheimer, H. 121, 183, 1922. 

2 R. Willstatter u. G. Oppenheimer, H. 118, 168, 1922. 

3 K. Josephson, H. 147, 1, 1925. 
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e Lactose, teilweise allerdings bei geringerer Konzentration, Halbwerts- 
ie zeiten von 30 bis 80 Minuten. 
- Alle im folgenden angegebenen Halbwertszeiten sind der graphischen 
Pp Darstellung entnommen, wobei als Abszisse die Zeit, als Ordinate die 
2 Anderungen der Drehung bzw. die Anzahl Kubikzentimeter n/10 Na- 
triumthiosulfat aufgetragen wurden, die sich bei der polarimetrischen 
st Verfolgung der Spaltung bzw. bei ihrer Bestimmung mit Fehlingscher 
1 Losung nach dem Verfahren von Lehmann-Maquenne ergaben'. 
U; 
m . a . 
he stimnmung der Halbwertszeit bei Spaltung von Lactose durch Ferment aus 
Saccharomyces fragilis. 
rt, . 
k lg Lactose CyyH.O0,,.1H,O, gelést in 10 cem Phosphat puffer 
’ (Pu 6,7), wurde mit 10 ccm Fermentlésung aus Saccharomyces fragilis 
ng versetzt und nach Zugabe von etwas Toluol bei 37° aufbewahrt. 
T- Polarisation erfolgte im 2-dm-Rohr mit Proben von 5cem, die mit 
tz 2n Soda versetzt waren. 
1 In 20cem Gesamtvolumen 1g Lactose und 10 cem Fermentlésung 
ne . . 7 97 
Saccharomyces frag. pu 67. 3% 37°, 
ng 
en. Zeit a eit Deel ; Spaltung 
»obachtete Dre g re gsi > r 
ber Min. eobachtete rehun renun anderung 
nt- 
iat 0 + 2,10° 0° 0 
ller 50 + 2,359 0,25° 41. 
120 + 2,45° 0,359 57,3 
275 + 2,570 0,47° 76,7 
berechnet 0,61° 100 
wie etwa 75 “ 0305° 50 
irch | 
1. Verlauf der Spaltung von B-Methylglucosid und Beeinflussung der Spaltung 
der durch Glucose und Galaktose. 
von 
‘ker- Die Versuche A, B und C wurden gleichzeitig und mit demselben 
esen Ferment bei 37° und in Gegenwart von Toluol ausgefiihrt. Pufferung durch 
chen Phosphatgemisch primar : sekundiir 4:1; pa 6,4,  Fermentmenge 
2cem in 10cem Versuchslésung. Konzentration des /-Methylglucosids 
: 0,94°,. Versuch B enthielt noch 1°,, Glucose, Versuch C 1°, Galaktose: 
gen beide Zucker waren als 10°, ige, nicht mehr mutarotierende Lésungen an 
ngen gewencdet. 
Der Verlauf der Spaltung ergab sich durch Bestimmung der Drehung, 
Pr u. im 1l-dm-Rohr und in 3-cem-Proben nach Zugabe von 1 cem n Soda. 
' Siehe Vorschrift bei C. Newberg. Der Harn S. 396. Berlin 1911. 
Biochemische Zeitschrift Band 256 30 
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Versuch A. 


Substrat 0,94°,, §-Methylglucosid. 2 cem Fermentlésung aus Saccharomyces 





frag. in 10cem Gesamtvolumen. pu = 6,4. t = 37°. 
" 1 a 
Zeit Beobachtete Spaltung K= log — 
Drehung Drehungsinderung t a-—z 
Std J t in Std. 
0 ~ 0,23" Qe 0 
2 — 0,10° 0,13° 26,3 K = 0,065 16 
3}/, — 0,08° 0,15° 30,3 K 0,047 35 
5 0,05° 0,18° 36,4 K = 0,017 11 
241), + 0,059 0,28° 56,6 K — 0,014 58 
berechnet 0,495° 100 
19.5 2 0,248° 50 


Abb. 1. Kurve A. 


Versuch B. 





Substrat 0,94°, /-Methylglucosid + 1°, Glucose. 2cem Fermentlésung 
aus Saccharomyces frag. in 10 ccm Gesamtvolumen. pH 6.4. ¢ 37°. 
3 . F 1 a 
aii "ae Drehungsanderung tiie ta log a—z 

Std. 0'5 tin Std. 
0 + 0,20° 0° 0 
2 + 0,23° 0,03° 6.1 K -= 0,013 06 
3} 4 oh 024° 0,04° S.1 K 0.010 91 
241), + 0,30° 0,10° 20,2 K 0,003 96 
berechnet 0,495° 100,0 


Abb. 1. Kurve B. 


Versuch C. 





Substrat 0,94°, $-Methylglucosid + 1°, Galaktose. 2 ccm Ferment!ésung 
aus Saccharomyces frag. in 10cem Gesamtvolumen. px 6,4. ¢ 37°. 
‘ 1 
Zeit Beobachtete Spaltang K = — log 
Drehung Drehungsinderung t a—z 
Std V/o tin Std. 
0 + 0,40° 0° 0 
2 + 0,48° 0,08° 16,3 Kk = 0,0374 
3, + 0,52° 0,12° 24,3 K — 0,0366 
241), + 0,64° 0,20° 40,4 kK 0.0092 
berechnet 0,495° 100 


Abb. 1. Kurve C. 


cS ae.) ses 


Spaltung von 3-Methylglucosid durch Fermentlisung 
aus Sacch. frag. bei Gegenwart von Glucose, bzw 
von Galaktose 
A 0,94°/,9 3-Methylglucosid, 

B wie A + 2° Glucose, 
© wie A + 2°, Galaktose 
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2. Beeinflussung der Salicinspaltung durch Zugabe 
von 2°. Glucose bzw. 2°, Galaktose. 


Die Versuche A, B und C wurden angesetzt mit 0,132 g Salicin, 2 cem 


Ferment- und 3cem Phosphatpufferlésung (py 6,1) in 10 cem Gesamt- 
volumen. Versuch B erhielt Zusatz von 2cem 10°, iger Galaktoselésung. 


Versuch C einen solchen von 2°,,iger Glucoselésung. 


Versuch A. 1.32°., Salicin. 2 cem Fermentlésung in 10 cem Gesamtvolumen 
PH 6,1. ¢ 37°. 














Ze ecm n/10 Natriumthiosulfat fiir 2cem A Pee ie a 
Zeit Spaltung = i log a 
Min. verbraucht Zunahme 0'»5 t in Min. 
0 0,25 0 0 
159 3,15 2,90 54.9 kK 0,002 28 
210 3,65 3,40 64,2 K 0,002 12 
420 4,55 4,30 81,3 K 0,001 72 
Abb. 2. Kurve A. 
Versuch B. i,32°, Salicin + 2°, Galaktose. 2ccm Fermentlésung in 
10 cem Gesamtvolumen. px 6.1. ¢ 37°. 
To ecm n10 Natriumthiosulfat fiir 2ecm B i ee eae 
Zeit Spaltung K 7 oe a—@z 
Min. verbraucht Zunahme 0, t in Min. 
0 12,65 0 0 
159 14,65 2,0 37,7 Kk 0,001 34 
210 15,05 2,40 45.3 kK 0,001 25 
420 15.75 3.10 58,7 K — 0.00091 
Abb. 2. Kurve B. 
Versuch C. 132°, Salicin + 2°, Glucose. 2cem Fermentlésung in 
10cem Gesamtvolumen. px 6.1. ¢ 37°. 
Yo eem n/10 Natriumthiosulfat fiir 2cem C u sl ct 
Zeit Spaltung K t log a r 
Min verbraucht Zunahme 0 tin Min 
0 12,45 0 0 
150 13,95 1.50 28.4 K 0,000 957 
210 14,25 1,80 33,9 K 0.000 854 
420 14,45 2.00 37.8 kK 0,000 478 
Abb. 2. Kurve C. 
Se emoerey 7 
y | 
N Abb. 2 
x Spaltung von Salicin durch Fermentlésung 
& aus Sacch. frag. bei Gegenwart von Glucose 
8 bzw. von Galaktose 
> A 1,32 %p Salicin. 
, B wie A + 2) Galaktose. 
("wie A » { Glucose 
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3. Kinetik der Salicinspaltung 


durch Fermentlésung aus Saccharomyces fraq. 


Aus den Affinitatskonstanten, die bei vorstehenden Versuchen angegeben 
sind, geht bereits hervor, daBb die Spaltung der /-Glucoside durch Fermente 
aus Milchzuckerhefen keine monomolekulare Reaktion darstellt: denn di 
Konstanten erniedrigten sich verhaltnismaig rasch. Die Zahl der Messungen 
war jedoch in diesen Fallen zu gering, um eine sichere Aussage Uber die 
Kinetik der Hydrolyse zu erlauben. Aus diesem Grunde wurden die Versuche 
mit Salicin wiederholt. Die mit Puffergemisch und Wasser entsprechend aut 
gefiillte Salicinlosung wurde vor Zutiigung der Fermentlésung auf 37° ange 
warmt und nach Zugabe von Enzym plus Toluol bei 37° aufbewahrt. Dis 
Polarisation geschah im 1l-dm-Rohr mit Proben von 3 cem, die mit leem 
n Sodal6sung vermischt und filtriert worden waren. 


0.35¢ Salicin, 5cem Fermentlésung aus Saccharomyces fragilis und 10 cem 





Phosphat puffer prim. : sec. 4:1 in 25cem Gesamtvolumen. pu 6. 
t 37°. 
mn a Drehungsanderung Spaltung t= log a : 
Min. Oi tin Min 
0 — (),719 0° 0 
15 — 0,61° 0,10° 9.3 K 0,002 81 
30 — 0,52° 0,19° 17,2 kK 0,003 29 
55 — 0,40° 0,319 28,7 kK 0.002 66 
75 0,32° 0,39° 36,0 K 0,002 59 
105 (),24° 0),47° 43,5 K 0,002 36 
135 0,17° 0,54° 50,0 K 0,002 23 
245 + 0,01° 0,72° 66.6 K 0,001 95 
berechnet 1.08° 100.0 
135 054° 50,0 


Nach geringem Anstieg bei den beiden ersten Messungen sanken auc! 
hier die Werte fiir die Affinitatskonstante regelmaBig ab. 


4. Verlauf der Amygdalinspaltung durch Ferment aus Saccharomyces frag. 
in Gegenwart von 2°, Glucose bzw. Galaktose. 

Die Ansatze enthielten in 10cem 3cem Fermentlésung, 3cem Phosphat- 

puffer (px 6,2), 0,1 g Amygdalin und einen Tropfen Toluol. Versuch 8 

empfing eine Beigabe von 2cem 10°, iger Glucose-, Versuch C eine soleh« 


von 2cem 10° iger Galaktosel6sung. 


Der freie Zucker wurde, wie in der vorhergehenden Abhandlung be 
schrieben ist, mit Fehlingscher Lésung bestimmt, nachdem die Blausaéur 
durch Einleiten von Wasserdampf in die sechwach angesaiuerte Versuchs- 


ldsung entfernt worden war. 
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0.1 ¢ Amygdalin, 3cem Fermentlésung aus Saccharomyces frag., bei B 
auberdem 0.2 g Glucose und bei C 0,2 ¢ Galaktose in 10 cem Gesamt 





volumen. Pu 6,2. ¢ 37°. 
Versuch B. Versuch ©. 
Versuch A : ¢ rdalin 
1! Amygdalin, 1 °l9 ——— 1% ————, Spaltung in 
Zeit 2° 9 Glucose, 2 » Galaktose, 
ecm n)10 ecm n/10 cem n/10 
Natriumthio- Natriumthio- Natriumthio- bei A bei B bei ( 
sulfat sulfat sulfat 
Std fiir 2ccem A fiir 2cem B fiir 2ecm C 
0 01 12.85 11,75 0 0 0 
23), 3,2 13,3 14,35 69,1 10,8 35,6 
10 4.4 15,6 14,70 95,7 61,2 65,7 
berechnet: 4,49 17,34 16,24 100.0 100.0 100.0 


5. Versuche mit dem durch Alkohol-Ather aus der Fermentlésung von Saccharo- 
myces fragilis dargestellten Niederschlagq. 
a) Gewinnung des Ferment-trockenpraparates. 

Last man 30cem Fermentlésung aus Saccharomyces trag., die in det 
oben angegebenen Weise bereitet ist, unter Riihren in 750 cem eines Alkohol 
Athergemisches im Verhaltnis 4: 1 eintropfen, so entsteht sofort ein Nieder 
schlag, der sich nach etwa 3 bis 5 Minuten abgesetzt hat. Man dekantiert die 
iiberstehende Fliissigkeit und bringt zuletzt auch das ausgefallene Ferment 
mit auf das Filter. Nach mehrmaligem Waschen mit Alkohol und Athe1 
und nach Trocknen im Vakuumexsikkator blieben etwa 0,4 g¢ eines grau- 
weiBen Pulvers tibrig. Dasselbe lést sich langsam, jedoch vollstandig in 
Wasser wieder auf und kann ohne weiteres zu den Fermentversuchen 
dienen; diese zeigen, daB spaltende Kraft gegeniiber Lactose wie /}-Gluco- 
siden bestand. 

Qualitative Versuche taten némlich dar, daB sowohl Amygdalin unter 
Bildung von freier Glucose und Benzaldehyd + HCN als auch Arbutin und 
Cellobiose zerlegt wurden. Mit weiteren Substraten sind folgende quanti- 
tative Versuche ausgefiihrt worden. 


b) Bestimmung des puo-Optimums des Trockenferments 
gegen Salicin. 


0,066 ¢ Salicin wurden in 2cem Wasser und 2 ccm verschieden zu- 
sammengesetztem Puffergemisch gelést sowie mit einem Tropfen Toluol 
nebst Lcem Fermentlésung versetzt, die durch Auflésen von 50 me des 
Trockenpraparates in 5ccm Wasser bereitet wurde. Nachdem die Ver- 
suche 10 Stunden bei 37° gestanden hatten. wurde die frei gewordene 
Glucose mit Fehlingscher Lésung bestimmt. 


In 5 cem 0,066 g Salicin und 10 mg Trockenferment aus Saccharomyces frag. 





Pu wechselnd. ¢ 37°. 
Versucl eem n/l0 Thiosulfat Spaltung 
——- Pu fiir 2¢cm Versuchslisung 0), 
1 4.4 0,25 4,8 
2 4.9 0.45 8.6 
3 6.0 2.35 44.7 
4 6.5 1,75 34,5 
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Die giinstigste Wasserstoffionenkonzentration fiir die Spaltung des 
Salicins scheint demnach px etwa 6 zu sein. Die Verhaltnisse liegen hier 
ahnlich wie bei Spaltung des /-Methylglucosids und des Amygdalins durch 
die urspringliche Fermentlésung. 


c) Spaltung von /-Methylglucosid, Salicin, Lactose und 
Lactose-ureid durch das gefallte Ferment. 


Die folgenden Versuche wurden bei 10 cem Gesamtvolumen, bei 37° 
und bei Gegenwart von Toluol durchgefiihrt. Die Ansatze enthielten als 
Substrate 0,094 g¢ /-Methylglucosid bzw. die aquivalente Menge Salicin, 
Lactose-ureid oder Lactose, ferner 3¢ccm Phosphatpuffer, dessen py-Wert 
bei Jedem Versuch angegeben ist, sowie | bzw. 2ccm Fermentlésung, be- 
reitet durch Auflésen von 0,2 g¢ des oben beschriebenen Alkohol-Ather- 
Trockenpraparates in 20 cem Wasser. 


Versuch a. 





In 10 cem 10 mg Ferment und 0,132 g Salicin. pu a3. 2 37°, 
Zeit eem n/10 Natriumthiosulfat Spaltung 
Std. fiir 2cem a 
1°/, 0.20 3.8 
4°), 0,70 13,2 
44 2,10 39,9 
berechnet: 5,69 100.0 


Ve rsuch b. 





In 10 cem 20 mg Ferment und 0,132 g Salicin. pu éi..¢ 37°, 
Zeit cem n/10 Natriumthiosulfat Spaltung 
Std fiir 2eem b ( 
41), 1.49 37,9 
20 3,70 70.4 
berechnet: 5,25 100.0 
9, = 2 6: 50.0 


Versuch c. 





In l0cem 20mg Ferment und 0,094 g¢ /-Methylglucosid. PH 6.1. 
¢ == 37°. 
Zeit eem n/10 Natriumthiosulfat Spaltung 
Std. fiir 2cem ec ( 
4! ‘ 0.85 16,3 
20 1,90 36,2 


berechnet: 5,25 100.0 
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Ss Versuch d. 
Tr ~ ’ _« ar 
h In 10cem 0,163 g Lactose und 10 mq Ferment. py 6.7 t 37° 

Zeit cem n/10 Natriumthiosulfat Spaltung * 

ioe mg tu 
Min. fir 2 cem d ( 
0 6,95 44,2 0 

= 105 8,85 56.3 63 
j 
s 284 9,70 61,6 82 
1. berechnet 64,8 109 
t etwa 75 - dA0 50 
, * Der von R. Willstatter u. G. Oppenheimer (1. ¢. 8.171) aufgestellten Tabelle entnommer 





lO0cem 0,186 ¢ 


Ve rsuch 


Lactose-ureid 


20 mq Ferment PH 


t 37°. 


6.7 





Zeit 
Min 


30 


69 


40 


Beobachtete Drehung* 


deo 


+. 


0.05° 
0,199 
030° 


berechnet 


Beobachtet im 1-dm-Rohr mit 2 ccm von ¢ 


Drehungsanderung 


0° 
(),14° 
025° 
036° 
0.18! 


leem n Soda 


Spaltung 


0 
39.0 
69,5 

100.0 
v0 


6. Verlauf der Spaltung von Lactose durch Fermentlésung aus Saccharomyces 


In 30 cem 


fraq. hei Zusatz von Glucose hzw 


Gesamtvolumen 0,54 ¢ Lactose 


Galaktose : 


css, 3ccm Fermentlésung aus Saccharomyces frag. “Bei 


6cem 10°. ige Glucose, bei C 5cem 10 


° ige Galaktoselésung. 


10cem m 5 Phosphat putter 
B auberdem 


PH 6.6 





t 37°. Polarisation im 2-dm-Rohr mit 5cem Lésung nach Zusatz von 
leem 2 n Sodalésung. 
Versuch A Versuch B. Versuch ¢ 
Zeit 1.8‘ 0,05 n Lactose 1.8%») Lactose 1,8 Lactose 
6 C12 Hog 0, . HZ O +2 Glucose + 2% Galaktose 
Jeobachtete Drehungs- Beohachtete Drehungs- Beobachtete Drehungs 
Min Drehung auderung Drehung Anderung Drehung anderung 
0 1,779 0° + 3,33° n° + 431° yo 
80) 2,00° 0,23° + 3,59" 0,17° + 4,33" 0,02' 
125 2.05° 0,289 + 356° 0),23° + 436° 0,05! 
210 2.10° 0,33° + 3,63° 030° 
365 2,17° 0,40° +. 3,72° 0,39° + 4,45! 0,14 
Berechnete Drehungsaénderung fur 100°, Hydrolyse 044°. 





Abb. 3. 


Kurven A, B und C. 
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oy? 

> Abb. 3. 

vg Spaltung von Lactose durch 
g Fermentlisung aus Sacch 
& frag. bei Gegenwart von Glu- 
3 cose bzw. von Galaktose. 
S {1,8 ° Lactose. 

82 B wie A + 2 Glucose. 
S ( wie A + 2°), Galaktose. 





“+ 5 es a 
100 200 300 400 
Minuten 


7. Verlauf der Spaltung von Lactose-ureid durch Fermentlosung aus Saccharo 


myces frag. bei Zusatz von Glucose bzw. Galaktose. 

















In 30 cem 0.6 g Lactose-ureid 10cem m 5 Phosphatpuffer 1: 1, 3 com 
Fermentl6sung aus Saccharomyces fragilis. Bei B auBerdem 6 cem 10° ,ige 
Glucose-, bei C 6cem 10°, ige Galaktoselésung. py 6.6. Polarisation im 
2-dm-Rohr mit Proben von 5cem nach Zusatz von | cem 2 n Sodalésung 
t 37°. 
Versuch A Versuch B. Versuch ( 
Zeit 29), 0,05 n Lactose-ureid, 2°), Lactose-ureid 2°, Lactose-ureid 
:; C14 Mea Gis Be « B50 + 29/4 Glucose 20/4 Galaktose 
Beobachtete Drehungs- Beobachtete Drehungs- Beobachtete Drehungs 
Min. Drehung ainderung Drehung iinderung Drehung anderung 
0 +- 0,01° 0° +. 1,63° 0° + 2,70° 0” 

80 + 0,40° 0,39° + 1,94° 0,31° + 2,75° 0),05° 
125 + 0,56° 055° + 2.06° 0,43° + 2.81° 0,11' 
210 + 0,66° 0,65° + 2.129 0,53° - — 
365 + 0,70° 0,69" + 233° 0,70° + 2,97" 027° 

Berechnete Drehungsanderung bei 100°,iger Hydrolyse 0,82°. 
08° 
bd | * 
S / a al Abb. 4. 
~ 
S 16° — rt 3 Spaltung von Lactose-ureid durch 
BS r Ferment aus Sacch. frag. bei Zu- 
‘8 gye Leh satz von Glucose und Galaktose 
& ; rf 4 2°), Lactose-ureid 
> 4 ~ { a . 
+ 029 Bowie A 2 Glucose. 
& ’ in ( wie A + 2°), Galaktose. 
° uv 
a 


100 200 300 00 
Minuten 


8. Verlaut der Spaltung von Lactose und Lactose-ureid durch Emaulsin bes 


Zusatz von Glucose bzw. Galaktose. 


Fiir die Versuche mit Emulsin diente das kaufliche Emulsin (.Werch 
aus bitteren Mandeln. 2,5 g desselben wurden zu 100 cem Puffergemisc} 
aus m/5 Lésungen von Natriumacetat und Essigséiure im Verhaltnis | : 2 
gegeben und etwa Il Stunde bei Zimmertemperatur aufbewahrt.  Durcl 
Filtration laBt sieh eine klare Fermentl6sung gewinnen. Da ihre Eigen 
drehung mit der Zeit eine geringe Abnahme erleidet, so wurde ein Versuch 


ohne Substrat, nur mit Ferment allein, ausgefiihrt. Die dabei beobachteten 
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fe 


Drehungsainderungen sind bei den weiteren Versuchen in Rechnung ge 


stellt worden. Glucose und Galaktose wurden wiederum als 10° ige, bereits 
24 Stunden vorher bereitete L6sungen zugetugt. die Drehungen im 2-dm-Rohr 
beobachtet, und zwar in Proben von 5 cem. die mit leem 21 


« I) Sodaldsung 
versetzt worden waren. 


In 25cem Gesamtvolumen 0.9 ¢ Lactose und LO cem Emulsin-Putfferl6sunyg 





0.25 ¢ Emulsin (Merck); bei B auBerdem 10 c¢em 10 ige Glucose-. bei ¢ 
l0cem 10°. ige Galaktoselésung. PH 4.3. ¢ 37°. 
Versuch A. Versuch B Versuch ¢ 
3.6 0,1 n Lactose, 3.6 ' Lactose 1.6 Lactose 
Feit Cie He20),.H,0 + 499 Glucose 4°/9 Galaktose 
Baahadhtetn Korrigierte Bailiedhtate Korrigierte Korrigiert¢ 


Drehungs- Drehungs- Beobachtete 


re Pa ue - ns Drehungs 

Std Drehung anderung * Drehung iinderung * Drehung anderung* 
0 + 2.579 000° 6.02° 0,00° + 7 70 0.09 
22 2,97° 0,37° + 6,16° 0,11° 8,04° O31 
44 3,20° 0,56° + 635° 0.289 1 &§ 29 0,43' 


Vermindert um die Drehungsiinderung des Emulsins: 003° in 22 und 0.07 


In 44 Sta 


Die berechnete Drehungsinderung bei vollstandiger Spaltung det 
zugesetzten Lactose O.88° (2-dm-Rohr). 
Abb. 5. Kurven A, B und C. 
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Stunden 
In 25ccm Gesamtvolumen 0.25 g¢ Lactose-ureid, 5 cem Emulsin-Puffer 
lésung ( 0.125 g Emulsin Merck) und 15 cem Natriumacetat-Essigsiure 
puffer 1:2; bei B auBerdem 5cem 10°,ige Glucose, bei C 5cem 10°. ig 

Galaktoselosung. py 4,3. ¢ 37°. 

Versuch A , oe B — Cc. 

a : 1°, Lactose-urei 1°), Lactose-ureid 
wot 1%/o Lactose-areid 2 Glucose 2°, Galaktose 
Zeit 

Beobachtete Korrigierte Beobachtete Korrigierte Beobachtete horrigierte 


Irehungs- Drehungs Drehungs 
Drehung Drehung Drehung _ Drehung 


Std. anderung * Anderung * anderung* 
0 — 052° 0,00° + 1,15° 0.99° 2,15° 000° 
16 0,34° 0,18° 1,25° 010° 2,25! 0,10! 
24 025° 0),25° 1,32° 0,15° 2.289 O11' 
49 — (24° 0),25° 1,35° 0,17" 2,31° 0,13! 

Vermindert um die Drehungsiinderung des Emulsins: 0,029 nach 24 und 0,039 nacl 


40 Stunden. 


Berechnete Drehungsanderung bei vollstandiger Hvdrolyse des zu 
gesetzten Lactose-ureids 0.41°. 


Abb. 6. Kurven A, B und C. 











474 EK. Hofmann: p-G 








230, = ‘ 
Saad A 
a | x * 
Ss 
Qg70 
ss 
iS 
= 9 


0 ww Ww 
Stunden 


In 25cem Gesamtvolumen ( 
Pufferlésung (= 0,25 g¢ Emuls 





lykosidase der Milchzuckerhefen. 


Abb. 6 


Spaltung von Lactose-ureid durch Emulsin bei 
Gegenwart von Glucose bzw. von Galaktose. 


{1 1°) Lactose-ureid. 
B wie A + 2°» Glucose. 
(wie A+4 Galaktose 


25 ¢ Lactose-ureid und 10 ccm Emulsin- 
in Merck); bei B auberdem 10 ccm 10° ige 





Glucose-, bei C lO0cem 10°. ige Galaktoselésung. Pu 4,3. t 37°, 
Versuch A Versuch 8. Versuch ©. 

we nemtere 1 9’) Lactose-ureid 1 °/5 Lactose-ureid 
Zeit 1 °\9 Lactose-ureid + 4%) Glucose + 4°, Galaktose 

Beobachtete a Beobachtete oeeaete Beobachtete a eg 

Drehung ae ae e Drehung sete a Drehung oe. 

Std. anderung anderung ainderung * 
0 — 0.60 000° 4. 208 0,009 + 4.66 0.009 
5 — 0,48 0,12° +. 2,69 0,06° +470 0.04° 
19 0,33 0,25° + 2.70 0,14° + 4,80 0,12° 
43 - 0,24 0,30° + 2,81 0,21" + 4,86 0,14° 


* Vermindert um die Drehungs 
43 Stunden. 


Berechnete Drehungsande 
Lactose-ureids 0,41°. 


inderung des Emulsins: 0,02° nach 19 und 0,06° nact 


rung bei 100°, Spaltung des zugesetzen 


Abb. 7. Kurven A, B und C. 
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Oxydation des Glyoxalbisulfits 
durch molekularen Sauerstoff zu Glyoxylsiure. 


Anhang: 


Oxydation des Glyoxals durch Brom zu Glyoxylsiure und Oxalsiure '. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Es ist eine wichtige Frage geworden, ob das als haufiges physio- 
logisches Intermediairprodukt mit Sicherheit erkannte Methylglyoxal 
direkt oxydiert werden kann oder nur nach voraufgegangener Dis- 
mutation zu Milchséure. In beiden Fallen kann dabei Brenztrauben- 
siure entstehen. Den erstgenannten Reaktionsverlauf haben wir bei 
biochemischen Versuchsanordnungen sowie auch in einem Modell- 
versuch nachgewiesen. Wir haben friiher gezeigt*, daB bei der Zucker- 
spaltung mittels Hefe unter den Bedingungen, die zur Verwirklichung 
der vierten und fiinften Vergirungsform fiihren, erst Methylglyoxal 
auftritt, das dann von Brenztraubensdure abgelést wird. Es _ sind 
keinerlei Anhaltspunkte dafiir vorhanden, daf primar Milchsaure 
entstiinde; hiergegen spricht auch die Tatsache, daB die Anhaufung 
von Brenztraubensaure mit der Bildung einer Aquivalenten Menge 
Glycerin einhergeht*. Des weiteren haben wir dargetan’, daB das 
Methylglyoxalbisulfit mit atmospharischem Sauerstoff in praktisch 
quantitativer Ausbeute zu Brenztraubensaure oxydiert werden kann 
letztere liegt natiirlich zunachst als Sulfitverbindung vor. Dabei ist 
gleichfalls an eine Dehydrierung von Lactat nicht zu denken: daB sie 
nicht stattfindet, lehrte eine besondere Priifung. Erwahnt sei schon 
hier, daB die bisher nicht gelungene Vergarung des Methylglyvoxals 


Vorlaufige Mitteilung ..Naturwissenschaften’*, Festhett tir A. Ber 
liner, 1932. 

2 C,. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 216, 493, 1929; 219, 490, 1930; 
229, 255, 1930; Naturw. 18, 427, 1930; Ber. 63, 1986, 1930. 

3M. Kobel u. M. Scheuer, diese Zeitschr. 229, 238. 1930; MM. Kobel, 
ebenda 248, 406, 1931. 

4 CO. Newberg u. M. Kobel, ebenda 252, 215, 1932. 
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nunmehr herbeigefiihrt werden kann, wenn man von der Bisulfitver 
bindung des Ketonaldehyds ausgeht. In Gegenwart von Hefe wird 
das intermediir erzeugte Brenztraubensaure-sulfit sofort vergoren, und 
aus dem Gargemisch ist der entstandene Acetaldehyd in bekannte: 
Weise zu isolieren. (Uber dieses grundsatzlich wichtige Verhalten soll 
spater ausfiihrlicher berichtet werden. 

Weil mit der biologischen Rolle anderer Dicarbonyl-verbindungen 
gerechnet werden darf, haben wir Versuche iiber das Verhalten des 
niederen Homologen des Methylglyoxals angestellt, des Glyovxals. De1 
Bau beider Verbindungen ist trotz ihrer nahen Beziehungen ungleich 
Im letzten Falle liegt ein Dialdehyd (HOC .COH), im ersten ein 
Ketonaldehyd (HOC .CO.CH,), vor: es handelt sich also um Sub 
stanzen, in denen eine der beiden Carbonylgruppen eine deutlich ver 
schiedene Funktion besitzt. Demgemal konnten die Bedingungen fiir 
den Ablauf der Oxydation ungleich sein. Der Dialdehyd vermag ein 
Dicarbonsiure mit derselben Kohlenstoffanzahl zu liefern, was beim 
Ketonaldehyd ausgeschlossen ist. Die Versuche haben gezeigt, dal 
die Oxydation des Glyoxalbisulfits mit Sauerstoff sich nur auf eine dei 
Aldehydgruppen erstreckt; es entsteht keine Oxalsiure, sondern nut 
Glyoxrylsdure, HOOC .COH. Die Ausbeute an Carbonylsiure ist nicht 
ganz so quantitativ wie im Fall des Methylglyoxals, sondern betragt 
ad maximum 80°: die Oxydation erfolgt also jedenfalls in sehr groBem 
AusmaBe. Der Grund fiir das in dieser Hinsicht abweichende Ver- 
halten des Glyoxal-derivats liegt vielleicht darin, daB auch unter: 
SauerstoffabschluB allmahlich ein Schwund des Dialdehyds zu_ver- 
zeichnen ist, wihrend Methylglyoxal unter gleichen Umstianden (der 
Fernhaltung von Luftsauerstoff) unveraindert bleibt. Auch sonst waltet 
zwischen beiden Dicarbonylverbindungen noch die Verschiedenheit 
ob, daB die Reaktionsgeschwindigkeit der erwaihnten, in der Gegend 
des: Neutralpunktes vollzogenen Oxydation mit O, beim Glyoxa! 
deutlich gréBer ist als beim methylierten Produkt. 

Was nun den Reaktionsmechanismus anlangt, so ist die einfachste 
Deutung die folgende: Infolge Dissoziation kann unter den gewahlten 
Versuchsbedingungen ein Teil des Sulfits als frei angenommen werden 
Damit ist die Méglichkeit zum Vollzug der sogenannten halftigen Teilung 
gegeben, indem O, gespalten und O sowohl auf Sulfit als auf seinen 
urspriinglichen organischen Liganden iibertragen wird im Sinne de 


Formulierung : . 
(NaO,S) (OH)HC—CH(OH) (SO, Na) 


+> NaHSO, + OHC—CH(OH) (SO,Na) 
\> NaHSO, + HOOC—CH(OH) (SO,Na). 


Tatsachlich entgeht nur soviel Sulfit der Oxydation, wie von eine 


Carbonylgruppe gebunden werden kann. Die Reaktion, an deren 
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Zustandekommen vielleicht aktives, bei der Autoxydation des Sulfits 
als Zwischenglied eingeschaltetes Hydroperoxyd'* oder andere Super- 
oxyde*® beteiligt sind, hangt von der Wasserstoffionenkonzentration 
in ahnlicher Weise (vergleiche die experimentellen Belege) ab, wie fiir 
die analoge Umsetzung des Methylglyoxals friiher gezeigt worden ist. 

Die Neigung zur Bildung von Carbonylsiuren aus Stoffen, die in 
bestimmter Beziehung zur Kohlenhydratreihe stehen, ist erfahrungs- 
gemaB auffallend groB. DaB im vorliegenden Falle die Reaktion bei 
der Oxydation mit Luftsauerstoff nicht tiber die Stufe der Glyoxylsiure 
hinausfiihrt, darf mit dem Umstande in Zusammenhang gebracht werden, 
daB ein DreierstoB selten stattfindet und daB die gebildete Glyoxylsiure 
ihrerseits unter den Versuchsbedingungen offenbar gegen atmosphari- 
schen Sauerstoff resistent ist. Wiederum erklart aber ein Vergleich mit 
Carbonylverbindungen der Kohlenhydratreihe, warum die Oxydation 
mit Brom weiter fortschreiten kann. Man wei namlich, daB aus Aldosen 
bei Behandlung mit Bromwasser auBer den ersten Oxydationsprodukten, 
den Aldonsduren, in mehr oder minder groBem Umfange auch die ent- 
sprechenden Dicarbonséuren hervorgehen*. Weiter steht fest, daB die 
Aldehydsauren von Brom in die Dicarbonsduren iibergefiihrt werden?. 
Glyoxal liefert bei der Oxydation mit Brom die beiden Produkte Glyoxyl- 
siure und Oxalsaure. 


Praktischer Teil. 


Das zu den Versuchen verwendete Glyoxalbisulfit wurde nach der 
Vorschrift von O. Hinsberg® aus Dioxoweinsaure bereitet. 


In den Fallen, wo reines Glyoxal das Ausgangsmaterial bildete, 
wurde der Dialdehyd durch Depolymerisation des festen Glyoxals von 
H. Debus mit P,O,; nach der Methode von C. Harries und P. Temme? 
gewonnen. Der in fliissiger Luft kondensierte Dialdehyd wurde sofort 
rektifiziert, ehe eine erneute Kondensation eintreten konnte. Das reine 
monomolekulare Glyoxal wurde rasch in destilliertem Wasser gelést 
und ohne Verzug verwendet. 


1 F. Haber u. F. Bran, Zeitschr. f. physikal. Chem. 85, S81, 1900. 

2 Gmelin-Kraut, Handb. d. anorgan. Chem., 7. Aufl., I. Abt.. 1, 27 
u. 129, 1907. 

3 C. Engler u. J. Weissberg, Vorgange der Autoxydation, 8. 59. Braun- 
schweig, Vieweg u. Sohn, 1904. 


4 4. Herzfeld, Ann. 220, 356 u. 358, 1883; ferner Ff. Ehrlich, Chem. Ztg. 
41, 197, 1917. 
5 Fir die namentlich vergleichbare Methylglvoxalylessigsaure y, O- 


Dioxo-n-valeriansaure (OHC.CO.CH,.CH,.COOH) hat dies P. Mayer 
(diese Zeitschr. 233. 368, 1931) mitgeteilt. 

6 O. Hinsherg, B. 24, 3235, 1891. 

7 ©. Harries u. P. Temme, B. 40, 166, 1907. 




















478 C. Neuberg u. M. Kobel: 


Oxydation von Glyoxal-Natrium-bisulfit mit Sauerstoff in Gegenwart vor 
Phosphat bei wechselnder Wasserstoffionenkonzentration. 
Ansitze. 

1. 100 cem etwa 5°,ige Glyoxal-Natrium-bisulfitlésung, 
500 ,,. m/2 Phosphatlésung von py 7,3. 
2. 100 cem etwa 5°,ige Glyoxal-Natrium-bisulfitlésung, 
500 .,. m/2 Phosphatlésung von py 7,1. 
3. 100 cem etwa 5°,ige Glyoxal-Natrium-bisulfitlésung, 
500 ,,. m/2 Phosphatlésung von py 6,9. 
4. 100 cem etwa 5° ige Glyoxal-Natrium-bisulfitlésung, 
500 ,,. m/2 Phosphatlésung von py 6,4. 
5. 100 cem etwa 5°,ige Glyoxal-Natrium-bisulfitlésung, 
500°) ,,  m/2 Phosphatlésung von py 6,05. 
6. 100 cem etwa 5° ige Glyoxal-Natrium-bisulfitlésung, 
500, ,, m/2 Phosphatlésung von pq 5,85. 
7. 100 cem etwa 5°,ige Glyoxal-Natrium-bisulfitlésung, 
500 ,,  m/2 Phosphatlésung von py 5,5. 
8. 100cem etwa 5°,ige Glyoxal-Natrium-bisulfitlésung, 
500 ,, Wasser. 
la) Zusammensetzung wie Ansatz lI. 
3a) Zusammensetzung wie Ansatz 3. 
4a) Zusammensetzung wie Ansatz 4. 
6a) Zusammensetzung wie Ansatz 6. 
8a) Zusammensetzung wie Ansatz 8. 


Durch die Versuchsgemische 1 bis 8 wurde staéndig in langsamem 
Strom Sauerstoff geleitet. Die Ansatze la), 3a), 4a), 6a) und 8a) wurden 
in gut verschlossenen GefiBen unter Stickstoff aufbewahrt. Versuchs 
temperatur in allen Fallen 37°. Zu Beginn und den in der Tabelle I an 
gegebenen Zeiten wurden je 75 ccm der Versuchslésungen entnommen, mit 
50cem einer 1,7°,igen Lésung von 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in ver 
diinnter Salzsiure versetzt, */, Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt 
und in Eis abgekiihlt. Die entstandenen Niederschlige wurden abgesaugt. 
mit verdiinnter Salzsiure und Wasser gewaschen. In den oxydativ be 
handelten Proben bestand bei der Anfangsbestimmung die Fallung aus 
reinem Glyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon; bei spateren Abnahmen 
lag ein Gemisch von Glyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon und Glyoxy! 
siure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon, bzw. nur die letzte Verbindung vor 
Die Trennung! der beiden Substanzen erfolgte durch Extraktion mit heiBem 
abs. Alkohol, in dem das Glyoxal-bis-di-nitrophenylhydrazon praktisch 
unléslich, das Glyoxylsaéure-di-nitrophenylhydrazon dagegen sehr leicht 
léslich ist. 

Die Ausbeuten an beiden Stoffen, die durch das Sulfit vor sekundaren 
Veranderungen geschiitzt werden, sowie die prozentualen Ertrage an 
Carbonylsaure sind in Tabelle | angegeben. 


! 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin, das wir fiir solche Zwecke zuerst (dies 
Zeitschr. 208, 463, 1928; 216, 493, 1929) empfohlen haben und das seitdem 
vielfach benutzt ist, eignet sich, wie man sieht, auch gut zur Trennung und 
Bestimmung des Stoffpaares Glyoxal und Glyoxylséure. Liegen Carbony] 
sulfitverbindungen vor, so mu8B man mit dem Reagenz natiirlich einigs 
Zeit kochen. 
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Zeit Versuch nydrasin- 
fallung 
in g 

Nr 
Zu Beginn 1 0,67 
2 0.67 
a 2a 3 0.67 
— 4 0.67 
, : 5 0.67 
“ 6 0.67 
2 7 0.67 
x x 8 0.67 
Nach 18 Std. . 1 0,32 
- a 2 0,33 
a «= 3 0,37 
” 18 4 0.37 
a 5 0,44 
a Be 6 0.57 
, Ww ~« 7 0,65 
. ee w S 0,67 
42 1 0,33 
, £2 2 0.33 
42 3 0.36 
a ws 4 0.35 
eo a 5 0:34 
42 6 0,49 
42 7 0,56 
as . 8 0.68 
90 , 1 0,32 
90 2 0,33 
ww . 3 0,34 
9 , 4 0,33 
90 , 5 0,32 
Zs 90 6 0,40 
90 , 7 0.56 
90 8 0,67 
, 162 1 0,32 
i 2 0,32 
162 3 0.33 
» 162 4 0.32 
162 , 5 0.33 
—_— aA 6 0.36 
162 . 7 0,48 
162 5 0,68 


Gesamt- 


di-nitro- 


phenyl- 


Glyoxal-bis-2, 4- 
di-nitropheny!- 


hydrazon 


ing 


0,67 
0,67 
0,67 
0,67 
0.67 
0,67 
0,67 
0,67 


0,05 
0,07 
0,22 
0,51 
0,65 
0.67 


0.04 
0,32 
0,50 
0.68 


0.18 
0.45 
0.67 


0.07 
0,30 
0,68 


in 


des 


Ausgangs- 
materials 


100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
109 


7.5 
10,4 
32.8 
76,2 
97,1 

100.0 


6.0 
47,8 
74,7 

100.0 


25.9 
67,2 
100.0 


10,4 
44,8 
100,0 


Glyoxylsiéure-2, 4- 
di-nitrophenyl- 
hydrazon 


ing 


0.30 
0.30 
031 
0,28 
0,21 
0,04 


0,30 
0,29 
0,31 
031 
0,28 
0,15 
0.04 


0,30 
0.30 
0.30 
0,31 
0.30 
0,21 
0,10 


0,29 
0.30 
0.30 
0,30 
0,30 
0,27 
0,17 


in ® 
der 


gesamt- 
miglichen 


Menge 


73,8 
73.8 
76.2 
68,8 
51,6 

G8 


I~] =! 
7 


68, 


a 
es 
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Aus den Werten ist zu ersehen, dab, wie bei der Methylglyoxal-oxydatior 
(a.a.QO.), auch hier die Reaktionsgeschwindigkeit mit abnehmendem ;; 
geringer wird. In rein wasseriger Losung (Abwesenheit von Phosphat 
erfolgte keine Verinderung des Glvoxals (siehe Versuch 8). Unter oxy 
dativen Bedingungen wurde keine Glyoxylsiure gebildet, doch nahm di 
Menge des urspriinglich vorhandenen Glyoxals langsam ab. 

Die Gewichte der zu verschiedenen Zeiten aus je 75 ccm der unte: 
SauerstoffabschluB aufbewahrten Versuchslosungen fallbaren Niederschlag: 
von Glyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon sind in Tabelle I] angegeben 

Aus Tabelle ILL ist die Anderung der Wasserstoffionenkonzentratior 
wihrend der Versuchsdauer zu ersehen. Es findet keine anoxydatir 
Sduerung statt. In Versuch 8, in dem die Glyoxalkomponente keine Ver 
anderung erfahrt, wurde eine Abnahme des py konstatiert ; wahrscheinlich 
beruht sie lediglich auf Oxydation von Bisulfit zu Bisulfat in der nicht ganz 
reinen Glyoxaldoppelverbindung. 


Tabelle Il. 





g Glyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon 
: aus je 75 cem Versuchslisung 
Versuch 





zu Beginn nach 42 Std. nach 90 Std. 

la 0,68 0.48 0,28 

da 0,68 0,55 0,44 

4a 0,68 0,62 0,54 

6a 0,68 0,66 0,62 

Sa 0,68 0,68 0,68 

Tabelle Ill. 
Versuch ~ = - 

zu Beginn nach 18 Std. nach 42 Std. nach 90 Std. nach 162 Std 
1 73 7,9 7,0 7,0 7.0 
2 ia 6.8 6,8 6,8 6,8 
3 6.9 6.5 65 6.5 6.5 
‘4 6.4 6,2 6,2 6,1 6,1 
5 6,15 5.9 5,8 5,4 5,4 
6 5,9 5.5 5.4 4.6 4.3 
7 5.6 5,1 4,8 4.4 4,0 
8 6.8 4.6 4,4 4.3 4.1 
la 7,9 -- 7,2 -- 7,2 
3a 6,9 -- 6,8 ~ 6,9 
4a 6.4 — 6.4 — 6.4 
6a 59 ~- 5.9 — 59 
Sa 6.8 _- 6.9 - 6.8 


Zur Analyse wurde das aus den Versuchen erhaltene Glyoxylsdure- 
2, 4-di-nitrophenylhydrazon zweimal aus Essigester + Toluol unte1 
Zugabe von etwas Tierkohle umkristallisiert und im Hochvakuum bei 
56° bis zur Konstanz getrocknet. Zitronengelbe, derbe Kristalle vom 
F. 204° (zers.); der Mischschmelzpunkt mit einem synthetischen 
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Vergleichspraparat war unverandert!. Die Verbindung ging leicht in 
Soda mit brauner Farbe iiber. 
5,061 mg Substanz gaben 7,050 mg CO, und 1,110 mg H,O. 
2,349 ,, 4 » 0,450 cem N, (22°, 754mm, 50°, KOH). 
C,H,.N,O,. Ber.: C = 37,79%, H = 2,38%, N = 22,05°,; 
(254,13) gef.: C = 38,00%, H 2,45%, N = 21,90%. 


Versuche mit reinem rektifizierten Glyoxal in phosphathaltiger Lésung olan 
Sulfit sowie in Gegenwart der dquivalenten Menge Natriumbisul fit. 


Ansatze. 


a) 32 cem 1°, ige Glyoxallésung (py 7.0), 
8 .. Wasser, 
200 »» m/2 Phosphatpuffer (px 6,8). 


b) 32.0 cem 1°,ige Glyoxallésung (py 7,0), 
3,68 ., 3m Natriumbisulfitlésung, 
4,32... Wasser + NaOH (so daB das py des Glyoxal-bisulfit- 
gemisches 7,0 war), 


200 + m/2 Phosphatpuffer (py 6,8). 


Wie bei der ersten Versuchsserie wurde auch hier durch die Gemische 
bei 37° dauernd Sauerstoff geleitet. Das Anfangs-py betrug in beiden 
Versuchen 6,8, anderte sich in Ansatz a) wiaihrend der ganzen Versuchs 
dauer nicht und war in Ansatz b) nach 20 sowie 66 Stunden 6.6. In Ver- 
such a) fand keine Abnahme des Glyoxals statt, in Ansatz b) war das ge- 
samte Glyoxal bereits nach 20 Stunden umgesetzt. 

Die Mengen an isoliertem Glyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylbydrazon und 
Glyoxylsiure-2,4-di-nitrophenylhydrazon sind in Tabelle LV verzeichnet. 


Tabelle IV. 





Glyoxal-bis-2,4-di- Glyoxylséure-2,4-di-nitrophenyl- 
nitrophenylhydrazon hydrazon 
Fe ll | ae Pee 
nee such in %/o in %% 
ing des Ausgangs- in g der gesamtmiglichen 
materials Meuge 
Zu Beginn . .. . a 0,69 96 0 
Zu Beginn . . : b 0,70 97 0 
Nach 20Std. ... a 0,69 96 0 
Nach 20Std. .. . b 0 — 0,34 78 
Nach 66Std. .. . a 0,70 97 0 = 
Nach 66Std. .. . b 0 — 0,35 80 


! Bei Umkristallisation aus verdiinntem Alkohol erhielten wir gelbe 
Nadeln, die bei 202° unter Zersetzung schmolzen (Mischschmelzpunkt mit 
dem aus Essigester + Toluol umkristallisierten Produkt 203°), wahrend 
O. L. Brady (Chem. Centralbl. 1931, I, 3706) fiir die aus verdiinntem Alkohol 
umkristallisierte Verbindung F. 190° unter Zersetzung angibt. Es bleibe 
dahingestellt, ob unter den vom erwahnten Autor innegehaltenen Be 
dingungen ein isomeres Di-nitrophenylhydrazon entsteht, ahnlich wie es 
E. Simon (diese Zeitschr. 247, 171, 1932) bei den 2, 4-Di-nitrophenyl- 
hydrazonen des Furfurols und «-Methylfurfurols festgestellt hat und auch 
fiir gewohnliche Hydrazone (Busch, Ber. 58, 442, 1925) bekannt ist. 
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Bestimmung der ale ich zeitigen Oxydation der in den Versuchsqe mischey 
enthaltenen schwefligen Sdure. 

Kin Gemisch von 150 cem etwa 5°, iger Glyoxal-natriumbisulfitlosung 

(pu 7.0) und 750 cem m2 Phosphatpuffer, dessen Anfangs-py 6.8 betrug 





wurde teils (A) unter standiger Sauerstoffdurchleitung, teils (B) anoxydativ Brot 
unter Stickstoff bei 37° aufbewahrt. Zu Beginn und den in Tabelle \ 
angegebenen Zeiten wurde aubBer der Di-nitrophenylhydrazinfallung ein ee 
Jestimmung des vorhandenen Sulfats und Sulfits vorgenommen. Dir Givo 
Gesamt-Schwefelanalyse erfolgte nach der Oxydation des Sulfits zu Sulfat ange 
mit Bromwasser, die Ermitthung der in der Lésung Jjeweils vorhandene: Die | 
Sulfationen durch Erhitzen der Versuchslésung mit Salzséiure im Stickstoft halts 
strom und Destillieren, bis alle Schweflige Saure ausgetrieben war. Zu de 
Versuchslésung lieBen wir stets nach Abdestillieren von 20 com Fliissigkeit Cees 
die gleiche Menge Wasser bzw. Salzséure durch einen Tropitrichter Zu 
flieBen. In Versuch A wurden aus 75 cem Lésung nach 22 Stunden 0,27 g 
nach 26 Stunden sowie nach 68 Stunden 0,30 g¢ Glyoxylséiure-bis-2, 4-d 
nitrophenylhydrazon erhalten. Glyoxal war in Versuch A nach 22 Stunde: 
nur noch in Spuren vorhanden, nach 26 Stunden war es vollsténdig ver 
schwunden, wahrend sich der Glyoxalgehalt in Versuch B (anoxydatiy 
waihrend der ganzen Versuchsdauer wieder nicht geéindert hatte. Es wurde: 
dabei aus je 75cem Versuchslésung zu allen Zeiten 0,67 g Glyoxal-bis 
2.4-di-nitrophenylhydrazon abgeschieden. Da 0,67 g Glyoxal-bis-di-nitro 
phenylhydrazon (Anfangswert) 0,407 g Glyoxylsaéure-di-nitrophenylhydra- 
zon aquivalent sind. so belief sich die Ausbeute an Glvoxylsdure (0,30 ¢ ’ 
der Hydrazinverbindung) in diesem Falle auf 74°, der theoretisch mog ‘ 
lichen Menge. 
Zur Bestimmung des Gesamt-Schwefels wurden je 10 cem Versucl 4 
lésungen, zur Ermitthiung der in dem Gemisch vorhandenen SO,-lone: 
je 25 cem verwendet. Die aus je 75 ccm Versuchslésung erhaltlichen Ba SO, 5 
Mengen sind in Tabelle V angegeben. Die Werte der letzten Spalte sin: 
durch Subtraktion der Zahlen der beiden vorhergehenden Spalten gewonnen 
Die Sulfat- und Sulfit-bestimmungen lehren, da®B neben der Oxydation 
des Glyoxals eine gleichzeitige Oxydation des Sulfits stattgefunden hat l 
Nur die der erzeugten Glyoxylsaure entsprechende Menge Sulfit blieb al wurde 
solche unverindert; denn 0,30 g Glyoxylsdure-2, 4-di-nitrophenylhydrazo) Ansat 
sind ‘0.2756 ¢ BaSO, aquivalent, und aus den analytischen Daten laBt sic! hieltes 
berechnen (Tabelle V, letzte Spalte), dafB in Ansatz A pro 75 ccm Reaktions Halog 
gemisch nach 22-, 26- bzw. 68stiindiger Versuchsdauer 00,2733, 0.2781 bzw \ 
0.2722 ¢ BaSO, aus Sulfit entstanden waren nach 
und A 
Tabelle V. mit V 
Lésun 
g BaSO, aus 75cem Versuchslésung. A 
tiziert 
P ; Gesamt- - Aus ' Z 
Zeit Versuch 9-Bestinmens ae Aus SQ ,-loner paar 
5 O,-lonen veran 
Zu Beginn A 1,1499 0,2880 0,8619 1 
‘ ‘ : B 1,1499 0,2880 0,8619 
Nach 22 Std. A 1.1475 0.8742 0,2733 ebend: 
i Al eae ee B 1.1460 0,2832 0.8628 < 
eee A 1.1466 0,8685 0,2781 u. H.. 
» 68 A 1,1481 0.8759 0,2722 wie Bi 
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Anhang, 


Oxydation von Glyoral mit Bromwasser. 


Die Oxydation einer wasserigen Lésung von reinem Glyoxal mit 
Brom geschah, wie es bei Osonen erprobt ist', in rein wisseriger Losung. 


Vorgenommen wurde auch die beim Methylglyoxal bewahrt gefundene 
Oxydation in natriumacetathaltiger L6sung*. Die Befichtung, dab 
Glyoxylsiure oder Oxalsiiure aus dem gleichfalls der 2-Kohlenstottreihe 
ungehérigen Acetat hervorgehen wirden, erwies sich als unbegriindet 
Die Reaktion verlief in rein wasseriger Lésung vollstandiger als in acetat 
haltigem Medium 


Oxydation von reinem Glyoxal mit Brom in Gegenwart und Abwesenheit von 


Natriumacetat. 


Ansit ze. 


1. 17,.4cem 3,33°.ige Glyoxallésung (= 0.58 g Glyoxal), 
17.0 .. 10°. ige Natriumacetatlosung, 
1.6g¢ Brom (2 Br auf 1} Mol Glyoxal). 


2. 17,.4cem 3,33° ige Glyoxallésung, 
34.0 .. 10° ige Natriumacetatlésung. 
3,2 ¢ Brom (4 Br aut 1 Mol Glyoxal). 


7.4cem 3,33 °,ige Glyoxallésung. 
16g Brom, mit Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. 


4. 17,4 cem 3,33°,ige Glyoxallésung, 
3.2 ¢ Brom, mit Wasser auf 50 cem aufgefiillt. 


5. 17,4 cem Wasser. 
17 .. 10° ige Natriumacetatlésung, 
16g Brom. 


Das Brom wurde durch Schiitteln gelést, und die Versuchsgemische 
wurden bei Zimmentemperatur aufbewahrt. Ansatz | war nach 2 Tagen, 
Ansatz 3 nach 6 Tagen vollstandig entfarbt; die anderen Gemische ent 
hielten nach 7 (Ansatz 4 und 5), bzw. nach 10 Tagen (Ansatz 2) noch freies 
Halogen. 

Vor der im folgenden beschriebenen Aufarbeitung. die fiir Ansatz | 
nach 3 Tagen, Ansatz 2 nach 10 Tagen, fiir Ansatz 3 und 4 nach 7 Tagen 
und Ansatz 5 nach 4 Tagen geschah, wurden die Versuchsgemische | und 5 
mit Wasser auf 50 cem und 2 auf 100 cem aufgefiillt. Aus den gefarbten 
Lésungen wurde das Brom durch Einleiten von Stickstoff ausgetrieben. 

Als Reaktionsprodukte wurden Glyoxylsiure und Oxalséure identi 
fiziert. 

Zur analytischen Ermittlung der Glyoxylsaéure sowie eventuell un 
veranderten Glyoxals wurden Je 10 cem (bzw. 20c¢em von Ansatz 2) mit 


1 CO, Neuberg u. T. \Kitasato, diese Zeitschr. 188, 485, 1927; 7. Kitasato 
ebenda 207, 217, 1929. 

2 C. Neuberg u. G.Gorr, ebenda 166, 442, 1925; spater (C. 8S. Hudson 
u. H.S. Ishell, Chem. Centralbl. 1929, 11, 1652) sind andere Moderatoren, 
wie Bariumbenzoat, empfohlen. 
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Wasser auf 30 ccm gebracht und mit 50 ccm einer 1,7°,igen Lésung von 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in verdiinnter Salzséure gefallt. Nach etwa 
20miniitigem Erhitzen im siedenden Wasserbad und gutem Abkihlen in 
Eis wurden die Niederschlage abgesaugt. Bei den Versuchen 1 und 3 (2 Br 
auf ein Mol. Glyoxal) lag ein Gemisch von Glyoxylsaure-di-nitrophenyl- 
hydrazon und Glyoxal-bis-di-nitrophenylhydrazon vor, das durch Behandeln 
mit abs. Alkohol getrennt wurde; aus Ansatz 2 und 4 wurde nur Glyoxyl 
siure erhalten. In Versuch 5 war keine Glyoxylsaiure entstanden. 

Zur Bestimmung gebildeter Oxalsiure wurde zu je 20 cem der Versuchs 
losung 2 und je 10cem der anderen Reaktionsgemische so viel 10°, ige 
Natriumacetatlésung gesetzt, daB rotes Kongopapier nicht mehr geblaut 
wurde; dann wurde in iiblicher Weise mit Calciumchlorid gefallt. Der 
typische Niederschlag von Calciumoxalat wurde nach I6stiindigem Stehen 
im Eisschrank abfiltriert, bis zur Chlorfreiheit gewaschen, in verdiinnter 
Schwefelsdure gelést und mit Permanganat titriert. Aus der Versuchs 
losung 5 wurde mit CaCl, keine Fallung erhalten, ebensowenig aus einer mit 
Natriumacetat und Essigséiure versetzten Glyoxylséurelésung (besondere 
Kontrolle). 

Die Werte, berechnet auf die ganzen Ansatze, sind in Tabelle VI zu 
sammengestellt. 


Tabelle VI. 





Gesamt- a Glyoxyl- Unan- Gebildete Gebildete Oxalsaure 
hparreadl Giyeual- ‘ siiure- gegriffenes Glyoxyl- € € és alsa 
: - bis-di-nitr« . . sdure 
Ver- phenyl- tie di-nitro- Glyoxal : ( * 
ame phenyl Pigs in °', der in der 
such  hydrazin- oivad phenyl- in %', des 9 
fillung yarazon hvdrazon huerener~ gesamt- . gesamt- 
af ' —_— ee miglichen nm miglichen 
- . . materials Menge Menge 
1 2,80 1,80 1,00 43,0 39,4 0,090 10 
2 1,10 — 1,10 — 43,3 0,306 34 
3 2,40 0,60 1,80 14,3 70,8 0,099 11 
4 1,05 1,05 41,3 0,522 58 
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Dismutation des Glyoxals. 


Von 
Carl Neuberg und Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 


Die drei «-Ketonaldehyde Methylglvoxal (OHC.CO.CHz4), 
Methylglyoxalyl-essigsaure (OHC.CO.CH,.CH,. COOH) und 
Phenylglyoxal (OHC.CO.C,H,) sind genauer auf die Fahigkeit 
untersucht, durch eine enzymatisch bewirkte Reaktion in die ent- 
sprechenden, meist optisch-aktiv befundenen x%-Oxysiéuren Milchséure 
(HOOC.CHOH . CH), Oxyglutarsiure (HOOC .CHOH . CH,. CH, 
.COOH) sowie Mandelsiure (HOOC.CHOH .C,H,) iiberzugehen?. 
Die genannten Substanzen werden als Abkiémmlinge des Glyoxals 
(OHC.CHO) bezeichnet; denn sie leiten sich formaliter von diesem 
Dialdehyd durch Ersatz des einen Wasserstoffatoms in der einen 
Aldehydgruppe gegen ein Radikal ab. Diese Nomenklatur tragt jedoch 
den wahren Eigenschaften nur in beschrinktem Umfange Rechnung; 
sie bringt nimlich die wesentliche Anderung des Charakters nicht zum 
Ausdruck, die jedes der erwahnten Substitutionsprodukte im Vergleich 
zum Grundkoérper erfahren hat. Die Verhaltnisse liegen etwa so, als 
wenn man Aceton als Methyl-aldehyd betrachten wollte. In Wirklich- 
keit reagiert der Dialdehyd Glyoxal in vieler Hinsicht anders als ein 
a-Ketonaldehyd. Daher war nicht vorauszusehen, wie und ob Fermente 
auf Glyoxal einwirken wiirden. 

Wohl niemandem, der sich mit Fragen der Oxydoreduktion befabt 
hat, ist es bekannt gewesen, daB die alteste einen Dicarbonylkérper 
betreffende Untersuchung mit Glyoxal ausgefiihrt worden ist. F. Hoppe- 
Seyler hat 1878 mitgeteilt?, daB Bakterien aus Glyoxal in Gegenwart 
von Kreide glykolsaures Calcium erzeugen. Auf diese alteste Notiz, 
die sich auf eine Dismutationsreaktion bezieht, sind auch wir nur 
durch eine Literaturstudie ganz zufallig aufmerksam geworden; unseres 
Wissens berichtet kein Lehrbuch tiber diesen Gegenstand. Eine spatere 
Angabe riihrt von H. D. Dakin und H. W. Dudley* her, die das Glyoxal 


Literatur siehe bei C. Neuberg u. E. Simon in Oppenheimer-Pincussen, 
Methodik der Fermente 3, 1311, 1928; C. Neuberg u. H. Collatz, diese Zeit- 
schrift 225, 242, 1930; St. Veibel, ebenda 232, 435, 1931; P. Mayer, ebenda 
233. 361, 1931; S. Fujise, ebenda 236, 237, 1931. 

2 F.. Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2. 6, 1878/79. 

3 H. D. Dakin u. H. W. Dudley, J. of biol. Chem. 16, 510; IS, 50, 1914. 
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auf seinem Wege durch eine durchblutete Hundeleber verfolgt haben 
sie erhielten dabei aus 5g Glyoxal, neben wenig Acetessigsiure und 
Gly kokoll, 125¢ Glykolsiure, entsprechend 19°, der Theorie. Neuer- 
dings hat F. Sakuma}, ebenfalls mit Blut arbeitend, ein sehr langsames 
Verschwinden dieser Verbindung in Beriihrung mit den Elementen des 
Blutes beobachtet, ohne iiber die Art der Umwandlung etwas mitzu 
teilen 

Summarisch erscheint die Umlagerung der x-Ketonaldehyde als 
eine innere Cannizzarosche Reaktion und bietet deshalb ein besonderes 
Interesse. Es war zu priifen, ob sich dieser ProzeB auch mit dem ein 
fachen Glyoxal rein enzymatisch voliziehen 1iBt, d. h. statt durch iiber- 
lebende und durehblutete Organe mittels Fermentlésungen oder ab 
getéteten Zellen. 

Zum Ziele fiihrte die Verwendung des Saftes aus Erbsenkeimlingen 
der Sdfte aus Schweineleber und -niere, ferner des  Aceton-trocken 
priparats aus Erbsen. Wie der Saft der Leber wirkte auch zu feinem 
Breit zerkleinerte Leber vom Kaninchen und vor allem frische obergdrige 
wie untergdrige Hefe. 

Wahrend festgestelltermaBen aus Methylglyoxal, Phenylglyoxal 
und Methylglvoxalyl-essigsiure in praktisch quantitativer Ausbeute dic 
entsprechenden z-Oxysiuren erhalten werden, verschwindet im_ vor- 
liegenden Falle das unsubstituierte Glyoxal zwar vollstandig, aber die 
Ausbeute an isolierter Glykolsdure bzw. glykolsaurem Calcium erreichte 
im giinstigsten Falle 62°,. ~Es laBt sich vorliufig nicht ausschlieBen, 
daB ein Teil des Substrats in anderer Weise (s. 8. 487), als nach der 
3ruttogleichung HOC.COH 4 H,O CH,OH.COOH  umgesetzt 
ist: durchaus méglich ist es, daB der Fehlbetrag auf die in den be 
arbeiteten Beispielen schwierige Abscheidung der Glykolsiure zuriick 
zufiipren ist. 

Die Isolierung geschah nimlich folgendermaBen: Das bei Gegen 
wart von Calciumearbonat digerierte Gemisch der Bestandteile wurde 
zentrifugiert, eingeengt, durch Zugabe von Kaliumearbonat von 
Calcium-ionen befreit und mit Alkohol versetzt, der Verunreinigungen 
niederschlug. Die alkoholisch-wasserige Fliissigkeit wurde sodann 
eingeengt und nach dem Ansiiuern mit Phosphorsiure oder Schwefel 
siure mittels Ather extrahiert. In diesen ging die Glykolsiure iiber: 
sie war aber von stérenden Beimengungen begleitet. Deshalb wurde 
eine Fallung der Glykolsiure mit Bleisubacetat eingeschaltet. Aus dem 
basischen Bleiglykolat wurde die Saure mit Schwefelwasserstoff in 
Freiheit gesetzt und darauf in das Calciumsalz verwandelt. Es ist 
anzunehmen, daB die vielen Operationen verlustreich sind, und _ ins- 


1 F. Sakuma, Chem. Centralbl. 1982. 1, 970. 
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besondere ist die Kristallisation des glykolsauren Calciums nicht so voll 
kommen, wie etwa die vom milchsauren oder z-oxyglutarsauren Zink 

Jedenfalls lehren die mitgeteilten Versuche, dali eine rein fermen 
tative Dismutation des Glyoxals zu Glykolsdure in befriedigender Ausbeute 
moglich ist. 

Glyoxal ist bisher nicht in der Natur aufgefunden. Es gehért zur 
2-Kohlenstoffreihe, und drei wichtige Abkémmlinge desselben: Glyoxy! 
siure, Glykolsiure und Oxalsaiure sind weit verbreitet. Insbesondere 
begegnet man der jetzt auf enzymatischem Wege erhaltenen Glykolsiure 
im Pflanzenreich!, namentlich als Bestandteil von griinen Blittern. 
Kine mit dem Glyoxal tiber die Glyoxylsiure verbundene Substanz 
ist ein wichtiges Produkt des tierischen und auch vegetabilischen? 
Harnstoffhaushalts, nimlich das Allantoin bzw. die Allantoinsdiure 
Auf die Beziehung zur Glyoxylsiure sei besonders verwiesen im Hinblick 
auf den gleichzeitig veréffentlichten Befund von C. Neuberqg und 
M. Kobel®, daB®B sich Glyoxal bei Zimmertemperatur durch einseitigs 
Oxydation seiner einen Aldehydgruppe mittels Luftsauerstoffs mit 
hoher Ausbeute in Glyoxylsiure tiberfiihren laBt. Falls Glyoxal auch 
im biochemischen Experiment Glyoxylsiure liefert, wiirde der Fehl 
betrag am Produkt der einfachen Dismutation angesichts der physiologi 
schen Verwertbarkeit der Aldehydsiure und der Existenz des auf sie 
eingestellten Ferments Glyoxylase* anders erklirt werden kénnen 


Versuchsteil. 

Monomolekulares Glyoxal wurde in Anlehnung an die Angaben 
von C. Harries und P. Temme (vgl. 8. 477) dargestellt. 

5 g testes, fein gepulvertes, polymeres Glyoxal wurden in einem Rund 
kolben mit 30 ¢ P,O; vermischt; der beim Erhitzen in Form griiner Diampte 
iibergehende Dialdehyd wurde in einem mit 50cem H,O- beschickten 
Destillierkolben unter Eiskiihlung aufgefangen. Die tarblose Flissigkeit 
reagierte praktisch neutral. Die Ausbeute betrug etwa LI bis 15°, 

Gleichzeitig wird das, soweit wir sehen, bisher unbekannte Glyoxal- 
his-2, 4-di-nitrophenylhydrazon beschrieben. Der Glyoxal-gehalt der 
Flissigkeiten wurde titrimetrisch mit K MnO, in schwefelsaurer Losung 
sowie gravimetrisch durch Fillung mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin 
ermittelt. 


| Beilstein, 4. Aufl., 3, 229, 1921; vgl. jedoch C. Wehmer, W. Thies 
u. VW. HaddersinG. Klein, Handb. d. Pflanzenanalyse 2, 526, Wien, Springet 
1932. 

* R. Fosse, Chem. Centralbl. 1926, I, 2362 u. 3339; 1927. I], 83s, 


1740 u. 2772. 

> UO. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 256, 475, 1932. 

1 E. Granstrém, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 214. 1908 

5 Verwendung von fliissiger Luft zur Kondensation des monomeren 
Dialdehyds bewirkte keine Erhéhung der Ausbeute. 
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Gly oxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon. 


50 cem etwa 1°,ige Glyoxal-lésung wurden mit einer warmen Lésung 
von 4g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 240cem 2n Salzsdure versetzt. 
Nach halbstiindigem Erwirmen auf dem Wasserbade wurde die orange- 
farbene Fallung abgesaugt, mit verdiinnter Salzsaure, dann mit Wasser 
gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. Erhalten wurden 3,5 g 
Substanz vom Schmelzpunkt 317°. 

Umkristallisation aus Pyridin. 1 g Rohprodukt wurde in etwa 100 cem 
Pyridin gelést, hei®B filtriert und mit Eisessig bis zur beginnenden Kristalli 
sation versetzt. Nach dem Abkiihlen in Eis wurde das Osazon abgesaugt. 
mit Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum iiber festem KOH 
sowie konz. H,SO, getrocknet. Seine Menge betrug 0,6 g, der Schmelz- 
punkt lag bei 318° Zur letzten Reinigung wurden 0,5 g dieses Produktes 
in etwa 25 ccm Nitrobenzol gelést und hei filtriert; die nach dem Erkalten 
abgesaugten Kristalle wurden zur Entfernung eventuell anhaftenden Nitro- 
benzols mit 50ccem absolutem Alkohol am RiickfluBkiihler ausgekocht. 
Die Ausbeute an diesem, im Exsikkator tiber Paraffin und CaCl, getrock- 
neten Praparat belief sich auf 0.3g. Der Schmelzpunkt lag unverandert 
bei 318°. 

Vor der Analyse wurde die Substanz nochmals im Hochvakuum iibe1 
P,O,; bei 78° getrocknet. 


5,020 mg Substanz: 7,480 mg CO,, 1,130 mg H,O. 


2,046 , ‘ 0.476 cem N, (749mm, 19,5°, 50°, KOH). 
CuMatsO,: Ber.: C 40,18%, H 2.41%, N 26,80°,; 
(418.1) gef.: C 40,64°.. H 2.52%, N = 26,64° 


Das Glyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon ist in Wasser unldslich, 
in absolutem Alkohol in der Kalte gar nicht, in der Hitze kaum léslich. 
Es kristallisiert aus Nitrobenzol in einem Flechtwerk feiner, orangeroter 
Nadeln. Mit alkoholischer Kalilauge tritt die fiir Di-nitroosazone charak- 


teristische! Blaufarbung ein. 


Quantitative Bestimmung des Glyoxals. 


1. Gravimetrisch. 


2cem | °.ige Glyoxal-l6sung wurden mit 8 cem H,O verdiinnt und mit 


einer Lésung von 0,2 g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 12cem 2n HCl 
hei8 versetzt. Nach 30miniitigem Erwarmen im Wasserbad wurde der 
Niederschlag auf einem Schottschen Glasfiltertiegel 1 G4 abgesaugt, mit 
schwacher Salzséiure, sodann mit Wasser gewaschen und bei 110 bis 120° 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Erhalten 0.1446 bzw. 0.1429 g Glyoxal- 
bishydrazon, entsprechend 20,06 bzw. 19.86 mg Glyoxal. Ausbeute also 
quantitativ. 
2. Titrimetrisch. 


W. H. Hatcher, G. W. Holden und F.J. Toole* haben angegeben, dab 
sich eine mit H,SO, stark sauer gemachte Glyoxal-l6sung mit Permanganat 


1 OC. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 203, 467, 1928. 
2 W.H. Hatcher, G. W. Holden u. F. J. Toole, Chem. Centralbl. 1927, 


II, 2050. 
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direkt und in der Kalte titrieren laBt. Die nahere Priifung ergab, dab bei 
dieser Reaktion Ameisensaéure entsteht, gemal} der Bruttoformulierung: 
HOC.CQOH O — H,O 2HCOOH. 

Der Nachweis der gebildeten Ameisensiure wurde in folgender Weise 
erbracht: Die mit KMnO, bis zur Rosafarbung titrierte schwefelsaure 
(Glyoxal-losung wurde mit Natriumacetat abgestumpft und mit Hg(l,- 
Lésung erwairmt. Nach kurzer Zeit fiel ein weiber Niederschlag aus, det 
nach dem Abfiltrieren durch Behandlung mit Ammoniak als Kalomel 
identifiziert wurde. 

2 cem etwa | °,,ige Glyoxal-lésung wurden mit 8 cem H,O sowie 15 cem 
verdiinnter Schwefelsaiure versetzt und schwach erwarmt!. Verbraucht 
wurden 6,92 cem n/10 KMnO,. Da leem n 10 KMnO, 2.9 mg Glyoxal 
entspricht, waren somit 20,07 mg Glyoxal zugegen. Wie ersichtlich, ist 
die Ubereinstimmung mit den durch Hydrazin-fallung erhaltenen Werten 
ausgezeichnet. 

Dismutations-Versuche. 


A. Ansiitze mit vegetabilischem Material. 
1. Frische Oberhefe (Sinner). 
a) 125cem Glyoxal-lésung ( 1,035 ¢ Glyoxal), 
10g CaCQ,, 
200 g Sinner-hefe, 
5eem Toluol, 
Leitungswasser zu 1000 ccm. 


b) 12,46cem Glyoxal-lésung (= 0.1035 g Glyoxal), 
l g CaCO, 

0,5ceem Toluol, 

Leitungswasser zu 100 ccm. 


Nach 24stiindiger Digestion im Brutschrank bei 37° war der zugefiigte 
Dialdehyd im Ansatz a) verschwunden, der Glyoxal-gehalt der Kontrolle b) 
unverandert geblieben. Das Reaktionsgemisch wurde zentrifugiert und 
der Riickstand auf der Zentrifuge nochmals mit warmem Wasser aus- 
gewaschen. In der erhaltenen Fliissigkeit wurde durch Zugabe von Pott- 
aschelésung Kaliumsalz erzeugt; die Fliissigkeit wurde am Wasserbad bis 
auf etwa 100 ccm eingeengt, mit dem doppelten Volumen heiBen, absol. 
Alkohols versetzt und filtriert. Der Riickstand wurde noch zweimal mit 
je 100 ccm etwa 70°,igem Sprit ausgezogen. Die alkoholischen Extrakte 
wurden vereinigt und auf dem Wasserbade abgedampft; die restierende 
wasserige L6sung wurde nach dem Abkiihlen mit Phosphorséure kongosauet 
gemacht. Nach zweitagiger Extraktion mit Ather im Perkolator wurde das 
Solvens verjagt. wobei die Hauptmenge der Glykolsaure kristallin erstarrte. 
Der ganz oder teilweise fest gewordene Riickstand wurde in H,O aut- 
genommen, die Lésung mit NaOH gegen Phenolphthalein neutralisiert und 
mit basischer Bleiacetat-lésung versetzt. Der Niederschlag wurde abgesaugt. 
mit H,O griindlich gewaschen, darauf in Wasser aufgeschwemmt und mit H,S 
zerlegt. Der schwarze Riickstand der filtrierten Suspension wurde mit H,O 
angerieben und nochmals mit H,S behandelt; aus den vereinigten Filtraten 
wurde der Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom entfernt. Die Fliissigkeit 
wurde mit 3g CaCO, geschiittelt, filtriert, einige Zeit erhitzt, um in Losung 
befindliches Calcium-bicarbonat in CaCO, tiberzufiihren, nochmals filtriert 


1 


In der Kalte verléuft die Umsetzung mit KMnQO, sehr langsam. 
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und auf dem Wasserbade eingeengt. Die Rohausbeute am exsikkator- 
trockenen Calciumglykolat betrug 1,3123 g¢, entsprechend 61,5 der 
Theorie. Das Rohprodukt wurde wieder in H,O gelést und unter Zugab« 
von Tierkohle gekocht, filtriert und eingeengt. 

Zur Analyse wurde die auskristallisierte Substanz im Hochvakuum 
bei 100° getrocknet. 


0.1579 g wasserfreie Substanz lieferten 0,0473 ¢ CaO. 
Ca(C,;H3;03),.. Ber.: 29,50% CaQ; 
(190.1) gaf.: 29,96% CaO. 


2. Frische I "nterhe fe (En jt lhardt) 


300 com Glyoxal-lésung ( 1,505 ¢ Glyoxal). 
lO g CaCO,, 

300 ¢ Unterhefe Engelhardt. 

15cem Toluol, 

Leitungswasser zu 1500 cem. 


Nach L5stiindiger Aufbewahrung bei 37° war ein Teil des Glyoxals noc} 
unverandert zugegen; daher erfolgte weitere Zugabe von 50 ¢ frischer Heft 
Die nach 40 Stunden in der beschriebenen Weise vorgenommene Au 
arbeitung lieferte 0,5392 g Calciumglykolat, was einer Ausbeute von 21.9 
entspricht 


0.2403 g¢ wasserfreies Salz gaben 0.1729 2 CasQOy,. 


Ca (Cy Hs QOx)o. Ber.: 29,5°, CaO: gef.: 29.64 (‘aO 


, 


vo. Erbse nike enelinge “ 


500 ¢ Erbsen (Marke Fiirst Bismarck) blieben auf am unteren End: 
verschlossenen Porzellannutschen mit 0,1 °,iger Sublimatlésung wiahrend 
40 Minuten stehen; darauf wurden sie mit sterilem Wasser gewaschen und 
auf zehn Drigalski-Schalen zur Keimung verteilt. Nach 4 Tagen wurden 
die Keimlinge in der Reibschale zerrieben, worauf der nach Entfernuny 
der Samenhaute erhaltene Brei sowohl zur Bereitung eines Mazeration- 
saftes als auch zur Herstellung eines Aceton-trocken-praparats diente. 


a) Erbsen-saft. 
125cem Glyoxal-lésung | 1.0305 ¢ Glyoxal). 
log CaCQs,, 

1000 cem Erbsen-saft, 

15 ,, Toluol. 

Aufarbeitung nach 2 Tagen; Glyoxal bis auf geringe Spuren ver 
schwunden. Erhalten wurden 0,2287g Caleciumglykolat, entsprechend 
13,2°,, der Theorie. 

0.2232 ¢ wasserfreie Substanz lieferten 0,1604g¢ CaSQ,. 


Ca(C,H,O,).. Ber.: 29,5°% CaO; gef.: 29,60 CaQ. 


b) Aceton-Erbsen. 
125cem Glyoxal-lésung | 1,03805 ¢ Glyoxal), 
log CaCQ,, 
80 ¢ Aceton-Trocken-erbsen, 
25ecem Toluol. 


Leitungswasser zu 1500 cem. 
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Nach viertagiger Digestion bei 37° geschah die Autarbeitung. H ydrazon 
reaktion nur noch schwach positiv.  lsoliert wurden 0,2764 ¢ Calcium 
glyvkolat 16.4 der Theorie. 


0.1542 g wassertreies Salz lieferten O,L1L1 gg CasQO, 


Ca(C,H,Q0,).. Ber.: 29,5 CaO; get.: 29.68 Cad 


B. Ansitze mit tierischem Material. 


Aus Schweineleber und -niere wurden in tiblicher Weise! Mazerations- 
sitte hereitet. 


1. Nieren-satt 


70 cem Glyoxal losung 0.5957 uw Glyoxal . 
log CaCQs, 
670 cem Nieren-saft, 

lO ,, Toluol. 


Nach 16 Stunden fiel die Hydrazon-probe negativ aus Gewonnen 
wurden 0.3614 ¢ Caleiumglykolat, was einer Ausbeute von 37 gleich 


kommt. 


0.2099 9 wasserfreies Salz leterten 0.1507 g CaSO 


a) 1 


Ca(C gH 3Q5)p. Ber.: 29,5 CaO; gef.: 29,57 CaQ 


2. Leber-saft. 


120cem Glyoxal-lésung | 1.0212 ¢ Glyoxal 
lug CaCl Qs, 
SSO cem Leber-saft. 


LS os Toluol. 


Die nach 16 Stunden (vollstandiger Umsatz) vorgenommene Aut- 
arbeitung heferte 0.4553 ¢ Calciumglykolat 27.3 der Theorie. 


0.1662 g wasserfreies Salz ergaben 0,1195 ¢ CaSQs,. 
Ca(C,gH 30 3)g- Ber.: 29,5 CaQ; ef.: 29,62 CaO 
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3. Leber-bret (Kaninchen ). 


30 cem Glyoxal-lésung ( 0.9528 g Glyoxal). 
l0g CaCQ,,. 

SO g¢ Leber-brei, 

10 cem Toluol. 


Leitungswasser zu 1LOOO cem. 


Substrat nach 16 Stunden verbraucht. Erhalten 0.5112 ¢ Calcium- 


glykolat, entsprechend 32,7 der Theorie. 


0,1906 g wasserfreie Substanz lieferten 0.1372 ¢ CaSOy,. 


Ca(CgHsQz),. Ber.: 29,5 % CaQ; gef.: 29.65 CaO. 


Wir danken Herrn F. Bergmann sowie Fraulein Kornelie Fischer fin 
ihre Hilfe bei diesen Versuchen. 


' Vorschrift siehe bei C. Neuberg und E. Simon in Oppenheimer- Pim 
cussen. Methodik der Fermente 8, 744, 1928. 
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